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RESUMEN

Tilia americana var. mexicana es un arbol ampliamente distribuido en el territorio nacional,
cuyas flores y bracteas son utilizadas principalmente en la medicina tradicional mexicana
debido a efectos sedantes y ansioliticos, propiedades que las hacen populares para tratar
padecimientos como el insomnio y los “nervios”. Estas propiedades farmacolégicas se han
atribuido principalmente a los derivados glicosilados de la quercetina y el kaempferol como el
3-0-B-D-glucésido de quercetina y el tilirdsido. Otros de los usos tradicionales que se le han
atribuido a esta especie han sido para tratar la gastroenteritis, las hemorroides, el dolor y el
reumatismo. Debido a la tala inmoderada de los arboles de tilia por la explotaciéon de su
madera y la comercializacion de sus inflorescencias, la SEMARNAT ha identificado a este
arbol con base en la NOM-059-SEMARNAT-2010 como una especie en peligro de extincion.
Una alternativa para proteger y promover el uso racional de esta especie es mediante el
empleo de técnicas biotecnoldgicas como el cultivo de tejidos vegetales, tal es el caso del
cultivo de células en suspension que permite disponer de material vegetal productor de los
compuestos responsables de las actividades bioldgicas que se le atribuyen.

En este trabajo de investigacion, a partir de un cultivo de callos derivados de explantes de
hoja, se establecié un cultivo tipo lote de células en suspensién de T. americana var.
mexicana en matraces Erlenmeyer de 250 mL, con medio de cultivo de Murashige y Skoog
(MS) completo en sales (27.4 mM de nitratos totales y 0.1 uM de cobre) suplementado con
2.0 mg L™ de &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 0.5 mg L™ kinetina (KIN), 30.0 g L™ de
sacarosa y agua de coco al 5%. Al inicio, la suspension celular present6 coloracion café
oscuro y agregados celulares de tamafios irregulares, después de varios subcultivos se
genero una suspension celular de agregados de tamafio pequefio (<5 mm) con células libres
(<250 um) de color café claro. Posteriormente se caracterizé el cultivo realizando cinéticas
de crecimiento y produccién de metabolitos secundarios farmacolégicamente activos, a
través del registro de los pesos secos de las biomasas obtenidas a diferentes tiempos de
cultivo y su andlisis quimico de dichas biomasas. El crecimiento de la suspensién celular de
T. americana var. mexicana se caracterizd con base en los parametros cinéticos como Ic (4.8
+ 0.88), ty (6.60 £ 0.78 d), Hmax (0.107 = 0.01 d™), Binax (17.86 gps L™) y rendimiento Y (0.637 +
0.067 gps Gsacarosa )-




La biomasa producida en cada cinética se extrajo con metanol y en estos extractos se
identific6 por CLAR la presencia de 3-O-8-D-glucésido de quercetina (ansiolitico) y de
escopoletina (antiinflamatorio), los datos de tiempos de retencion y espectros de absorcion
se compararon con los de estandares comerciales. La cuantificacion de los compuestos
activos se realiz6 por el método del estandar externo. La producciéon de los compuestos
activos estuvo asociada al crecimiento celular, la méxima biomasa y produccién de

metabolitos se obtuvo a los 14 dias de cultivo y no se observo excrecion al medio de cultivo.

La produccion de los compuestos escopoletina y del 3-O-8-D-glucésido de quercetina se
estimulé mediante la modificacion de las condiciones nutrimentales del medio MS, nitratos
totales y cobre, reportados como elicitores abidticos para incrementar la produccién de
compuestos fendlicos. Para tal propdsito, se empleé la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR) que consiste en establecer el Disefio Factorial (DF) 2, en donde las
variables independientes X; = nitratos totales (27.4 mM, 11.5 mM KNO3 y 15.9 mM NH4NO5)
y X, = cobre (0.1 yM CuSO,) se codificaron en dos niveles (+1, -1), establecidos a partir de
los valores iniciales de estas sales en el medio de cultivo MS completo. Dichos valores
iniciales se tomaron como los puntos centrales del disefio. Las tres variables a optimizar
fueron la biomasa maxima (Y, = Bna) Y la produccion de escopoletina (Y;) y de glucésido de
quercetina (Y3). De acuerdo con los coeficientes B del modelo obtenido con los resultados del
DF 2%, el efecto negativo de los nitratos totales y el efecto positivo del cobre indicaron que,
de manera independiente o en combinacion, los niveles de nitratos totales deben reducirse y
el cobre debe incrementar para optimizar el crecimiento de la suspension celular. Los
mayores valores de biomasa maxima en peso seco (Bms) S€ obtuvieron con 13.7 mM de
NO; en combinacién con 1 pM Cu?®*. El DF 2" mostré que la reduccién de nitratos, asi como
el incremento en las concentraciones de cobre, independientemente o en combinacion,
favorecieron la produccion de escopoletina; mientras que para la produccion de 3-O-B-D-
glucésido de quercetina las concentraciones de nitratos y cobre deben disminuir
independientemente o0 en combinacion.

La siguiente etapa consisti6 en completar el DF 2X para tener un Disefio Compuesto Central
(DCC), agregando los puntos -1.414, 0, +1.414 correspondientes al disefio de estrella
(Montgomery y Evans, 1975; Montgomery et al., 2012). Con el desarrollo del DCC fue
posible identificar el punto de inflexion en la concentracién de los elicitores para estimular la

produccién de escopoletina y 3-O-B-D-glucésido de quercetina, considerando como variable




los rendimientos. Los coeficientes $ del modelo del DCC indicaron que la concentracion de
nitratos totales debe reducirse y/o la concentracibn de cobre incrementar, de manera
independiente uno del otro en la formulacion del medio de cultivo MS, para favorecer la
produccion de escopoletina. La méaxima produccion de escopoletina (que significO un
incremento de aproximadamente 3 veces respecto a la produccion inicial) se obtuvo en los
medios que contenian 27.4 mM de NO; y 1.2 uM de Cu®.

Por el contrario, para favorecer la produccién del 3-O-B-D-glucésido de quercetina, las
concentraciones de nitratos totales y cobre deben reducirse de manera independiente uno
del otro en la formulacién del medio de cultivo MS. La mejor condicién para incrementar,
aproximadamente 3 veces la produccion de este compuesto se obtuvo en el medio que
contenfa 8.03 mM de NO; y 0.1 pM de Cu?. El contenido de NO; y Cu®*" que favorece la
produccién de escopoletina y 3-O-8-D-glucésido de quercetina afectd el crecimiento celular
de la suspension celular de T. americana var. mexicana; a partir de lo anterior, la mejor
condicién para incrementar el crecimiento celular se alcanzé al utilizar 13.7 mM de NOjs y
1 uM de Cu?".

La dltima etapa de la investigacion consistié en evaluar el extracto metandlico (TaM) del
cultivo de células en suspension desarrollado en el medio MS basal, y las fracciones
derivadas del extracto integro en un modelo murino de Ulceras gastricas inducido con etanol
absoluto. El fraccionamiento cromatografico del TaM permitié obtener 17 fracciones, de las
cuales tres de ellas presentaron compuestos de naturaleza cumarinica: esculetina y esculina
(TaMC2-5 y TaMC2-9) y escopoletina (TaMC2-13); la subfraccion TaMC2-5 presentd
derivados del acido galico y de la subfraccion TaMC2-13 se aislo el acido p-cumarico.

Los ratones tratados con el extracto TaM (70.14 + 19.33%) y la fraccibn TaMC2-9 (78.27 £
11.88%) mostraron un efecto gastroprotector similar a las concentraciones evaluadas; este
efecto podria deberse a la presencia de las cumarinas. El extracto integro TaM presento la
mezcla de esculetina, esculina y escopoletina entre otros compuestos, y en la fraccidon
TaMC2-9 estan presentes esculetina y esculina. Para demostrar su efecto es necesario
purificar estas cumarinas y evaluarlas de manera individual, asi como analizar las citocinas
pro y antiinflamatorias de los estémagos de los ratones tratados con TaM y TaMC2-9
conocer de manera molecular el efecto gastroprotector presentado. La escopoletina ha
demostrado inhibir la biosintesis de la prostaglandina PGE,, el factor de necrosis tumoral

TNF-a y las interleucinas proinflamatorias IL-1(3 e IL-6; ademés de suprimir la expresion de la




isoforma 2 de la COX-2 a una concentracion dosis dependiente (1-50 pg mL™) en un modelo

in vitro de inflamacion.

ABSTRACT

Tilia americana var. mexicana is a tree widely distributed in the national territory, its flowers
and bracts are mainly used in traditional Mexican medicine due to their sedative and
anxiolytic effects, properties that make them popular for treating conditions such as insomnia
and "nerves". These pharmacological properties have been mainly attributed to the
glycosylated derivatives of quercetin and kaempferol such as quercetin 3-O-8-D-glycoside
and tiliroside. In addition to its traditional use in these conditions, its medicinal use is also
reported in cases of gastroenteritis, haemorrhoids, pain and rheumatism. Due to excessive
felling of tilia’s trees due to the exploitation of their wood and the commercialization of their
inflorescences, Mexican Ministry of the Environment and Natural Resources (SEMARNAT)
has identified this tree based on NOM-059-SEMARNAT-2010 as an endangered species. An
alternative to protect and promote the rational use of this species, is through the use of
biotechnological tools such as plant cell tissue culture, such is the case of cell suspension
culture that allows having plant material that produces the compounds responsible for the
biological activities attributed to it.

In this research work, a batch-cell suspension culture of T. americana var. mexicana was
stablished from a callus culture derived from leaf explants, in 250 mL Erlenmeyer flasks, with
MS culture medium complete in salts (27.4 mM total nitrates and 0.1 pM copper)
supplemented with 2.0 mg L™ dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 0.5 mg L™ kinetin (KIN),
30.0 g L™ sucrose and 5% coconut water. Initially, the cell suspension presented dark brown
coloration and irregularly sized cell aggregates, after several subcultures a cell suspension of
small aggregates (<5 mm) was generated with free cells (<250 pum) and light brown colour.
Later, the culture was characterized by performing growth and production kinetics of
pharmacologically active secondary metabolites, by registering the dry weight of the biomass
obtained at different cultivation times and their chemical analysis. The growth of the cell
suspension of T. americana var. mexicana was characterized based on kinetic parameters

such as growth rate Ic (4.8 + 0.88), doubling time t4 (6.60 + 0.78 d), specific growth rate ptmax




(0.107 £ 0.01 d*), maximal biomass Bna, (17.86 ges L™) and the cellular biomass produced
with respect to added sucrose Y (0.637 + 0.067 gps Gsucrose )-

The biomass produced in each kinetic was extracted with methanol and the presence of
guercetin 3-O-B-D-glucoside (anxiolytic) and scopoletin (anti-inflammatory) was identified in
these extracts by CLAR. The retention time and absorption spectra data were compared with
that of commercial standards. The quantification of the active compounds was carried out by
the external standard method. The active compound production was associated with cell
growth, the maximal production of biomass and metabolites was at 14" day of culture and no

excretion was observed in the culture medium.

The production of compounds scopoletin and quercetin 3-O-8-D-glycoside was stimulated by
modifying the nutritional conditions of the MS medium, total nitrates and copper reported as
abiotic elicitors to increase the production of phenolic compounds. For this purpose, the
Surface Response Metodology (MSR) was used, which consists of establishing the Factorial
Design 2 (DF 2) and coding the independent variables X, = total nitrates (27.4 mM, 11.5
mM KNO; and 15.9 mM NH4NO3) and X, = copper (0.1 uM CuSO,) on two levels (+1, -1),
established from the initial values of these salts in the complete MS culture medium. These
initial values were taken as the central points of the design. The three variables to be
optimized were the maximal biomass (Y; = Bna) and the production of scopoletin (Y;) and
quercetin 3-O-B-D-glycoside (Y3). According to the DF 2 B coefficients, the negative effect of
total nitrates and the positive effect of copper indicated that, independently or in combination
in the culture medium, total nitrate levels should be reduced and copper levels should be
increased to optimize the growth of the cell suspension. The highest B values were
obtained with 13.7 mM of NOj3 in combination with 1 puM Cu®'. DF 2X showed that the
reduction of nitrates, as well as the increase in copper concentrations, independently or in
combination, favoured the production of scopoletin; whereas for quercetin 3-O-8-D-glycoside
production, the concentrations of nitrates and copper must decrease independently or in
combination in the culture medium.

The next stage consisted of completing DF 2X to have a Central Composite Design (DCC)
adding the points -1.414, 0, +1.414 corresponding to the star design. With the development of
DCC, it was possible to identify the inflection point in the concentration of elicitors to stimulate
the production of scopoletin and quercetin 3-O-B-D-glycoside. The B coefficients of the DCC

model indicated that the total nitrates concentration should be reduced and/or the copper




concentration should be increased, independently of each other in the formulation of the MS
culture medium to favour the scopoletin production considering as variable yields. The
maximal scopoletin production (approximately 3-fold increase with respect to the initial
production) was obtained in the media containing 27.4 mM of NO5 and 1.2 pM of Cu®".

On the contrary, to favour the quercetin 3-O-8-D-glycoside production, the concentrations of
total nitrates and copper should be reduced independently of each other in the formulation of
the MS culture medium. The best conditions to increase the production of this compound,
approximately 3-fold times, was in the medium contained 8.03 mM of NOs;  and 0.1 uM of
Cu?'. The NO5 and Cu®" contents that favours the production of scopoletin and quercetin 3-
O-B-D-glycoside affected the cell growth of the T. americana var. mexicana, the best
condition to increase cell growth was achieved by using 13.7 mM of NO5 and 1 pM of Cu?".
The last stage of the investigation consisted of evaluating the methanolic extract (TaM) of cell
suspension culture developed in the basal MS medium, and the fractions derived from the
whole extract in a murine model of gastric ulcers induced with absolute ethanol.
Chromatographic fractionation of TaM allowed obtaining 17 fractions, three of them presented
compounds of coumarinic nature: esculetin and esculin (TaMC2-5 and TaMC2-9) and
scopoletin (TaMC2-13). In addition, the TaMC2-5 subfraction presented gallic acid derivatives
and from TaMC2-13 subfraction p-coumaric acid was isolated.

Mice treated with the TaM extract (70.14 + 19.33%) and the TaMC2-9 fraction (78.27 +
11.88%) showed a similar gastroprotective effect at the concentrations evaluated; this could
be due to the presence of coumarins.The complete TaM extract presents the mixture of
esculetin, esculin and scopoletin, in addition to other compounds, and in the TaMC2-9
fraction only esculetin and esculin are present. In order to demonstrate its effect, it will be
necessary to purify and identify the compounds present in TaMC2-9 and individually evaluate
their gastro-protective effect., as well as to analyze the pro- and anti-inflammatory cytokines
of the mouse stomachs treated with TaM and TaMC2-9 to know molecularly the presented
gastroprotective effect. Scopoletin has been shown to inhibit the biosynthesis of
prostaglandin PGE,, tumor necrosis factor TNF-a and pro-inflammatory interleukins IL-1 and
IL-6; in addition to suppressing expression of COX-2 isoform 2 at a dose-dependent

concentration (1-50 pg mL™) in an in vitro inflammation model.




|. INTRODUCCION

Tilia americana var. mexicana es un arbol ampliamente distribuido en México en climas
calido, semicalido y templado, entre los 1000 y los 2000 msnm (Aguirre et al., 2010). Las
hojas, bracteas e inflorescencias del arbol se utilizan principalmente en la medicina
tradicional para el tratamiento de trastornos nerviosos como insomnio, dolor de cabeza y
malestar en general (Argueta et al., 1994; Adame y Adame, 2000); ademas, se reporta su
uso para el tratamiento de la gastroenteritis, hemorroides, tratamiento del dolor y reumatismo
(Monroy-Ortiz y Castillo-Espafia, 2007). En las bracteas e inflorescencias de la tilia se han
identificado flavonoides derivados de quercetina y kaempferol, los cuales han validado las
actividades ansioliticas atribuidas a la especie (Noguerdén-Merino et al., 2015; Herrera-Ruiz
et al., 2008); asimismo, se han identificado luteolina y apigenina, taninos, cumarinas, acidos
fenil carboxilicos y polifenoles (Pérez et al., 2008; Aguirre-Hernandez et al., 2010; Nogueron-
Merino et al.,, 2015). La cumarina escopoletina y los flavonoides 3-O-8-D-glucésido de
gquercetina y tilirésido se identificaron en los extractos metandlicos de hojas de plantas
silvestres y de callos de T. americana var. mexicana, a estos compuestos se les atribuy6
actividad antiinflamatoria al ser activos en el modelo de inflamacion auricular inducida con
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Flores-Sanchez et al., 2019).

La colecta desmedida de flores y bracteas para tratar estos padecimientos limitan la
propagacion sexual de la especie, ademds la tala inmoderada de los arboles de tila por su
madera ha causado que la especie se encuentre en peligro de extincion (SEMARNAT 2010),
debido a esto es necesario emplear herramientas biotecnol6gicas como el cultivo de tejidos
vegetales de plantas de interés farmacolégico, especificamente del cultivo de células en
suspension para disponer de manera sustentable y controlada de los metabolitos
secundarios, los cuales pueden tener amplio potencial comercial debido a sus actividades
biologicas diversas (Zhou y Wu, 2006; Karuppusamy, 2009).

La produccion de los metabolitos secundarios en suspensiones celulares puede ser
estimulada por el uso de elicitores bidticos (como el metil-jasmonato) o abio6ticos (como los
metales pesados), los cuales inducen una condicién de estrés en las células y dirigen la
respuesta a la produccion de compuestos como las fitoalexinas (Namdeo, 2007; Ramawat y
Mathur, 2007; Bhojwani y Dantu, 2013). También la modificacion de las condiciones

nutricionales del medio de cultivo es utilizada para para promover la produccién de




metabolitos secundarios es la modificacién de la relacion carbono/nitrégeno (Bhojwani y
Dantu, 2013).

El empleo de disefios experimentales permite conocer estadisticamente las relaciones entre
la entrada y salida de variables en sistemas y procesos de produccion donde ocurren
transformaciones fisicas, quimicas o biolégicas. Los bioprocesos que demandan medios de
cultivo complejos pueden beneficiarse del disefio de experimentos para evitar sesgos
experimentales y reducir significativamente la cantidad requerida de experimentos. Por tanto,
es necesario conducir experimentos de barrido o deteccién de factores que afectan el
resultado experimental, tal es el caso de las metodologias de superficie de respuesta (Van
Ryswyk y Van Hecke, 1991; Hanchinal et al., 2008; Mandenius, 2016).

La enfermedad de Ulcera péptica es un problema global con un riesgo de desarrollo de por
vida que varia del 5% al 10% (Lanas y Chan, 2017; Snowden, 2008). En general, hay una
disminucién en su incidencia en todo el mundo debido a la mejora de las condiciones
higiénicas y sanitarias combinadas con un tratamiento efectivo y el uso juicioso de los AINEs
0 medicamentos aintiinflamatorios no esteroidales (Lanas y Chan, 2017). Esta enfermedad
resulta de un desequilibrio entre los mecanismos protectores de la mucosa gastrointestinal,
como la secrecion de moco y bicarbonato, y los destructivos como el &cido gastrico y la
pepsina (Malik et al., 2020).

Se han reportado distintos extractos de plantas con actividad antiulcerogénica, en los cuales
se han identificado compuestos de naturaleza fendlica como los flavonoides, el &cido cafeico
y sus derivados (Chen et al., 2017). Investigaciones recientes sugieren el uso de
medicamentos a base de hierbas en el tratamiento de la Ulcera péptica, ya que son
econdmicos y tienen menos efectos secundarios Los compuestos fenélicos como los
flavonoides, los quinones, los taninos y los glucésidos fendlicos tienen un efecto
antiulcerogénico a través de diferentes mecanismos (Chatterjee y Bandyopadhyay, 2014). Es
posible que los compuestos activos presentes en los extractos metandlicos del cultivo de
células en suspension de T. americana var. mexicana presenten actividad antiulcerégenica,
la cual podria validar el uso tradicional de esta especie para tratar padecimientos asociados
con la inflamacion y conducir al desarrollo de un fitofdrmaco de origen natural basado en un

proceso biotecnoldgico.




[I. ANTECEDENTES

2.1 Especie de estudio: Tilia americana var. mexicana

El género Tilia L. (Tiliaceae) comprende cerca de 25 especies distribuidas a nivel mundial en
el Oriente de Asia (17 especies), Europa (6 especies) y América del Norte (1 especie) (Tang
y Zhuge, 1996, citado por Aguirre-Hernandez et al., 2010).

En México se han descrito 15 especies de Tilia basadas en las caracteristicas morfolégicas
de sus hojas y son reconocidos como una de las cuatro variedades de Tilia americana
(Aguirre-Hernandez et al., 2010). Actualmente el Missouri Botanical Garden
(http://www.tropicos.org; www.mobot.org) indica la clasificacion taxonomica de Tilia
americana como perteneciente a la familia Malvaceae, género Tilia, especie Tilia americana

L. variedad mexicana: Tilia americana L. variedad mexicana (Schlecht) Hardin (Figura 1).

Figura 1. Fotografia de hojas, inflorescencias y bracteas de Tilia americana var. mexicana.

Obtenido de http://chalk.richmond.edu/biology/trees/htmis/tilia_americana.htm.

Tilia americana var. mexicana es un arbol de corteza recta y lisa, de hasta 15 m de altura,
presenta follaje vistoso compuesto por hojas de color verde claro a verde obscuro, de 8 a 14
cm de largo en forma de corazén y apice puntiagudo con los bordes dentados. Sus flores son
fragantes de color amarillento y blanco, agrupadas en inflorescencias sobre una bractea
membranosa de donde los frutos rematan en un ramillete; el fruto es esférico y tomentoso,
de unos 7 mm, con una o dos semillas. La época de floracion se da entre los meses de abril
a junio (Martinez y Matuda, 1979; Argueta et al., 1994; Pavén y Rico-Gray, 2000).

T. americana var. mexicana se distribuye en 14 estados de la Republica Mexicana, desde
Chihuahua y Coahuila hasta Guerrero y Oaxaca (Martinez y Matuda, 1979; Adame y Adame,

2000; Pérez-Ortega et al., 2008). Se le encuentra en climas calido, semicélido y templado,
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entre los 1000 y los 2000 msnm (Aguirre et al., 2010). Crece en terrenos de cultivo o
asociada a bosques tropicales caducifolio y subcaducifolio, bosques espinoso, mesofilo de
montafia, de encino y de pino. De acuerdo a la regién donde se encuentre recibe diversos
nombres comunes, como cirimo, flordetila, tila, tilia (Morelos e Hidalgo), tirimo, tzirimo
(Michoacéan y Jalisco) y yaca (Oaxaca) (Martinez y Matuda, 1979; Martinez, 1987; Argueta et
al., 1994).

2.1.1 Usos tradicionales

A nivel mundial, las especies de Tilia han sido usadas tradicionalmente como un sedante no
narcético para los desérdenes del suefio y la ansiedad (Viola et al., 1994; Coleta et al., 2001,
Aguirre-Hernandez et al., 2007; Pérez-Ortega et al., 2008; Aguirre-Hernandez et al., 2010).
Los tejidos aéreos (hojas, bracteas e inflorescencias) de T. americana var. mexicana se
utiliza para el tratamiento de trastornos nerviosos como insomnio, dolor de cabeza y malestar
en general (Argueta et al., 1994; Adame y Adame, 2000).

Las inflorescencias de T. americana var. mexicana se venden anualmente en mercados
populares de pueblos localizados en distintas partes de México, como en Morelia, Michoacan
(Luna, 1964; Hardin, 1990; Soto y Sousa, 1995). Se tiene reportes de que durante la época
de floracion (abril a junio) se incrementa la venta de las inflorescencias de esta especie,
dado que se cree que su efecto medicinal es mayor durante este periodo (Pavén y Rico-
Gray, 2000 citado por Pérez-Ortega et al., 2008). Este arbol también es utilizado
tradicionalmente para la gastroenteritis, hemorroides, tratamiento del dolor y reumatismo
(Monroy-Ortiz y Castillo-Espafia, 2007; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana
UNAM).

2.1.2 Farmacologiay fitoquimica

Estudios farmacoldgicos del extracto metandlico de flores y bracteas de T. americana var.
mexicana mostraron su efectividad sobre el sistema nervioso central, principalmente como
ansiolitico demostrado en los modelos conductuales ambulatorio, laberinto elevado en forma
de cruz, campo abierto, placa perforada y exploratorio empleando al diazepam como
farmaco control (Aguirre-Hernandez et al., 2007; Herrera-Ruiz et al., 2008). El
fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico permitio obtener una fraccion rica en
flavonoides conformada principalmente por tilirésido, rutina, quercitrina, kaempferol y

quercetina (Herrera-Ruiz et al., 2008, Figura 2). También se han identificado luteolina y
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apigenina, taninos, cumarinas, acidos fenil carboxilicos y polifenoles (Pérez et al., 2008;
Aguirre-Hernandez et al., 2010; Noguer6n-Merino et al., 2015). La interaccién de los
flavonoides en la fraccion estandarizada con farmacos serotoninérgicos (agonistas y
antagonistas) sobre la actividad ansiolitica, fue evaluada en los modelos de laberinto elevado
en cruz y campo abierto; la fraccion mostré un efecto dosis-dependiente y tiene la habilidad
de actuar a traves del sistema serotoninérgico (Noguerén-Merino et al., 2015).
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Figura 2. Flavonoides que integran la fraccion con actividad ansiolitica de Tilia americana

var. mexicana.

El extracto acuoso de inflorescencias de T. americana var. mexicana produjo un efecto
antinociceptivo en modelos de deterioro funcional inducido, por inyeccion de acido urico y en
el modelo de formalina en ratas; los andlisis cromatogréaficos indicaron la presencia de
glucésidos derivados de quercetina como los flavonoides responsables de esta actividad,
mostrando evidencia de la participacion de los receptores de serotonina 5-HT1A en los
efectos antinociceptivos producidos por la quercetina en el dolor inflamatorio (Martinez et al.,
2009).
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Por otra parte, se observo un efecto sinérgico al combinar los flavonoides quercetina, rutina e
isoquercitrina (3-O-B-D-glucésido de quercetina) en la inhibicion del sistema GABAérgico,
como GABA/BDZ y el receptor de serotonina 5-HT1A, para lograr efectos sedantes y
ansioliticos (Aguirre-Hernandez et al., 2016). Ademas, las propiedades neuroprotectoras de
los extractos de hexano y acuoso de inflorescencias de T. americana fueron corroboradas en
modelos de isquemia intestinal in situ e isquemia cerebral en ratones y cobayos (Angeles-
Lépez et al. 2013, 2015).

Asi mismo, se ha reportado la presencia de los flavonoides 3-O-3-D-glucésido de quercetina,
tilirésido y la cumarina escopoletina (Figura 3) en los extractos metandlicos de hojas de
plantas silvestres y de callos generados in vitro a partir de explantes de yemas apicales. Los
extractos fueron evaluados en el modelo de inflamacion auricular inducida con 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), mostrando actividad antiinflamatoria, las dosis efectivas
medias (DEsg) reportadas para el extracto de hojas y de callo fueron de 0.38 y 1.93 mg/oreja,

respectivamente (Flores-Sanchez et al., 2019).
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Figura 3. Estructura quimica de la escopoletina.

2.1.3 Situacién ecoldgica

Actualmente la SEMARNAT ha catalogado a esta especie en peligro de extincién con base a
la NOM-059-SEMARNAT-2010, debido a la pérdida del habitat por el crecimiento desmedido
de zonas urbanas y la sobreexplotacion de los arboles de tilia. Los arboles son derribados
para obtener las inflorescencias y las bracteas que se comercializan; ademas, debido a la
flexibilidad de la madera también se sobreexplota para la fabricacion de artesanias como
instrumentos musicales y utensilios de cocina. Estas actividades impiden el desarrollo de
frutos y semillas, limitando la propagacion sexual de la especie y la regeneracion de
poblaciones naturales. Aunado a las dificultades que se presentan en la propagacion por via
sexual debido a que las semillas cuentan con dos tipos de latencia: una exégena, donde la
testa es impermeable al agua e impide el intercambio gaseoso con el medio exterior; y una

enddgena, donde el embrion es inmaduro (Santiago-Gregorio, 1998).

13




2.1.4 Propagacion vegetativa'y micropropagacion de Tilia americana var. mexicana

Las técnicas de cultivos de tejidos son una herramienta biotecnolégica vital en la busqueda
de alternativas de propagacion in vitro de plantas y produccién de compuestos de interés
aislados de las mismas por su actividad farmacoldgica (Rao y Ravishankar, 2002). En este
contexto T. americana var. mexicana se ha propagado vegetativamente, mediante el
enraizamiento de estacas por la aplicacion del enraizador comercial en polvo Radix 10,000
ppm de &cido 3-indolbutirico (AIB) empleando como sustrato arena. La proliferacion de
raices se registré6 en 51.1% de los tallos de 20 cm de longitud y 1.5 cm de diametro, los
cuales formaron 3 raices/estaca (Mufioz-Flores et al., 2011). Asimismo, se ha reportado la
micropropagacion de T. americana var. mexicana a partir de yemas de plantulas obtenidas
por germinacion de semillas (74%) tratadas con HCl al 10% por 5 min. La mayor
multiplicacién de brotes (7.75 brotes/explante) y brotes de mayor tamafio (3.53 cm) fueron
generados en medio de cultivo MS con 0.10 mg L™ de acido a-naftalénacético (ANA) y 0.25
mg L™ de 6-bencilaminopurina (BAP). El enraizamiento de los brotes (100%) se logré en
medio MS con 5.0 mg L' de AIB, las plantulas resultantes fueron cultivadas bajo alta
humedad relativa por cuatro semanas y posteriormente en invernadero por 90 dias,
lograndose un 70% de supervivencia (Zurita-Valencia et al., 2014).

Flores-Sanchez et al. (2019) obtuvieron plantas completas de esquejes enraizados con AIB
en condiciones de invernadero. Se establecieron multiples cultivos de brotes a partir de
yemas apicales y axilares de esquejes de T. americana var. mexicana. Las yemas apicales
(75%) fueron el mejor explante para la induccién de brotes (2-3 brotes por explante) en
medio MS suplementado con 2.0 mg L™ de BAP méas 0.25 mg L* de ANA. Ademas, se
produjo callogénesis en ambos tipos de yemas en los tratamientos con 0.02 mg L™ de
thidiazuron (TDZ) méas 0.1 mg L™ de AIB.

2.2 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios protegen a las plantas de condiciones de estrés debido a que
forman parte vital de los mecanismos de proteccion inducidos por el ataque de patégenos, el
exceso de ozono, la radiacion UV, las heridas de diversa procedencia, el frio, la falta de
nutrientes minerales, etc. Estas condiciones inducen la expresion de genes que codifican

varias enzimas de la ruta biosintética de compuestos fenilpropanoides, como la fenilalanina-
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amonio liasa (PAL), p-cumarato coenzima A ligasa, la chalcona sintasa, la chalcona
isomerasa o la cinamil alcohol deshidrogenasa. Los fenilpropanoides de estructuras mas
sencillas son las cumarinas, los psoralenos y los acidos salicilico, cindmico, p-cumarico,
cafeico, ferulico y sindpico. Estos acidos suelen estar conjugados a carbohidratos de la
pared celular, formando B-glucésidos del acido salicilico o ésteres de los &cidos ferulico o
cinamico, o a acidos organicos, formando el &cido clorogénico o ésteres del 4cido sinapico. A
partir del &cido p-cumarico se forman otros fenilpropanoides de estructura mas compleja,
como las antocianinas, los flavonoides, los pterocarpanos, los estilbenos y las auronas. Las
antocianinas protegen el aparato fotosintético de la excesiva radiacion UV, y también se
relacionan con el estrés por frio y por deficiencia de fosfatos. El resto de los fenilpropanoides
de estructura compleja, junto a las cumarinas y los psoralenos, presentan actividad
antimicrobiana, y se han clasificado como fitoalexinas. Con excepciéon del 4cido salicilico, el
resto de los acidos fendlicos de estructura simple son precursores de la lignina y la suberina,
compuestos que se depositan en las paredes de las células que rodean la zona de infeccion
para incrementar su rigidez y resistencia, de esta forma se mantienen aislados los

patdgenos y se dificulta la expansion de la infeccion (Tadeo y Gomez-Céardenas, 2013).

2.3 Cultivo de células en suspension

La produccion de metabolitos secundarios por cultivo de células vegetales presenta distintas
ventajas a la obtencion in vivo en la planta completa: a) la produccion puede ser confiable,
mas sencilla y predecible, b) el aislamiento del fitoquimico puede ser rapido y eficiente, c) los
compuestos producidos in vitro pueden ser semejantes a los compuestos de la planta, d) en
el cultivo de células se puede inhibir la produccion de metabolitos no deseados, €) son un

modelo potencial para elicitar la produccién de compuestos (Karuppusamy, 2009).

El conocimiento de las condiciones de crecimiento y produccién de metabolitos en el cultivo
de células en suspension permite optimizar su produccion. Con tal finalidad se emplean
estrategias de elicitacion, proceso utilizado para estimular la produccion de metabolitos
secundarios como un mecanismo de defensa por las plantas para asegurar su supervivencia,
persistencia y competitividad ante condiciones de estrés. La elicitacion consiste en exponer
al cultivo a una variedad de factores bidticos [enzimas inactivadas, fragmentos de la pared

celular o polisacaridos (quitina, glucano) de microorganismos, glicoproteinas y fitoquimicos
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producidos por la respuesta de las plantas a dafio fisico, ataque por hongos, levaduras o
bacterias, moléculas sefalizadoras como el &cido salicilico y el metil jasmonato] y abibticos
(sales inorganicas, radiacion UV, metales pesados, alta salinidad, baja y alta osmolaridad,
temperaturas extremas y altas presiones) (Namdeo, 2007; Ramawat y Mathur, 2007;
Bhojwani y Dantu, 2013).

2.3.1 Aplicacion del cultivo de células en suspension para la producciéon de
metabolitos secundarios de interés farmacoldgico

El desarrollo del cultivo de células en suspensién para la produccion industrial de
fitoquimicos ha sido explorado desde 1960, teniendo como resultado grandes intereses
econdmicos alrededor del mundo, estimulando estudios intensivos en la produccion de una
amplia variedad de metabolitos secundarios de plantas como alcaloides, esteroides,
terpenoides, quinonas, entre otros (Zhou y Wu, 2006). Algunas de los primeros productos
comerciales fueron la shikonina obtenida de cultivos celulares de Lithospermum
erythrorhizon producidos por Mitsui Co. (Tabata y Fujita, 1985) y saponinas de cultivos
celulares de Panax ginseng por Nitto Denko Co. (Zhou y Wu, 2006). El descubrimiento del
paclitaxel y su uso clinico renovo el interés en el desarrollo de bioprocesos que involucran el
cultivo de tejidos vegetales para la produccién de metabolitos secundarios de alto valor
farmacolégico. El paclitaxel (Taxol®, Bristol-Myers—Squibb Inc.) es un alcaloide diterpénico
originalmente aislado de la corteza del tejo del pacifico Taxus brevifolia, se han utilizado
cultivos celulares de este arbol en biorreactores de tanque agitado (hasta 30,000 L) para la
produccion de taxol y otros taxoides (Zhou y Wu, 2006). El paclitaxel y los compuestos
relacionados se acumulan en bajos niveles en cultivos no estimulados, por lo el uso de metil
jasmonato como estimulador ha sido implementado en lineas celulares de T. canadensis
(Stafford, 2002; Oksman-Caldentey e Inz€, 2004; Wilson y Roberts, 2012).

Otros alcaloides con actividad anticancerigena como vinblastina y vincristina, el
antihipertensivo ajmalicina y el sedante serpentina han sido aislados de Catharantus roseus,
estos dos compuestos han sido producidos por cultivos celulares en matraces agitados y en
biorreactor (Lee y Shuler, 2000; Rao y Ravishankar, 2002; Zheng et al., 2002; Zhou y Wu,
2006). De la planta china Cephalotaxus fortunei, usada clinicamente para tratar leucemia y

linfomas malignos, se han aislado los alcaloides cefalotaxina y drupacina. Del cultivo de
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células en suspensién de esta planta se identficaron ademas de harringtonina, homo e
isoharringtonina, drupacina, siendo el alcaloide mayoritario la cefalotaxina. En cultivos de
callos y células en suspension de esta especie se han aplicado estrategias de modificacién
de temperaturas de cultivo (10-25°C) cada 12 h para estimular la produccion de los
alcaloides, detectando principalmente harringtonina y sus derivados homo e isoharringtonina
(Hu et al., 1995; Zhang et al., 1998).

La camptotecina es un alcaloide indol monoterpenoide con actividad anticancerigena
derivado de Camptotheca acuminata, de la cual se han establecido cultivos de callos
derivados de explantes de hoja productores de camptotecina (Pan et al., 2004). En cultivos
de células en suspensién el acido salicilico estimuldé la produccién de los isémeros
isocamptotecina A y B (Yu et al.,, 2005). Los compuestos anticancerigenos topotecan
(GlaxoSmithKline) e irinotecan (Pharmacia Corp/Aventis SA/Daiichi Seiyaku Co Ltd) son
derivados semisintéticos de camptotecina. Se ha reportado su acumulacién en cultivos de
células en suspension de C. acuminata y de Nothapodytes foetida. El rendimiento de los
alcaloides en ambas especies fue posible modificarlo mediante el manejo de la composicion
de fitohormonas en el medio de cultivo (Stafford, 2002). Asimismo, la camptotecina ha
demostrado actividad antiinflamatoria a una dosis de 0.1 mg kg™* en ratones con artritis

experimental inducida con coldgena (Koo et al., 2010).

Los antitumorales colchicina de Colchium autumnale y ellipticina de Orchrosia elliptica
también se producen en suspensiones celulares (Smetanska, 2008; Wilson y Roberts, 2012).
La colchicina es un farmaco usado desde la antigiiedad para tratar la artritis gotosa, inhibe la
inflamacién por bloqueo de la interleucina 1p (IL-1B) en monocitos y por tanto inhibe su

actividad quimiotactica (Phelps, 1970).

La podofilotoxina es un ariltetralin lactona lignano con actividades antiviral y antineoplasica,
utiizado como precursor para la sintesis de los productos comerciales etopdsido y
tenipésido. El establecimiento y caracterizacion de los cultivos de células en suspension
permitio inferir que el rendimiento de podofilotoxina, tiene un rango similar al de los cultivos
no inducidos de varias especies productoras del compuesto de los géneros Callitris

(Cupressaceae), Linum (Linaceae) y Podophyllum (Berberidaceae) (Stafford, 2002). Se
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mostré que derivados semisintéticos de la podofilotoxina, como la deoxipicropodofilotoxina y
el &cido turiférico, son potentes inhibidores del edema plantar inducido por carragenina
(Guerrero et al. 2013).

No sdélo metabolitos anticancerigenos son producidas por cultivos de tejidos vegetales,
también otros que tienen efectos cardiovasculares, antimicrobianos y antioxidantes. Tal es el
caso de las tanshinonas, pigmentos diterpenoides de quinona, principales compuestos
activos de las raices de Salvia miltiorrhiza, su produccion se ha llevado a cabo en cultivos de
raices pilosas, y cultivos de células y células transformadas por Agrobacterium rhizogenes.
Se identificaron tanshinona | y IIA y criptotanshinona, compuestos derivados de tanshinona
(Zhou y Wu, 2006).

Se han reportado cultivos de callos de Ginkgo biloba productores del diterpenoide
antagonista del receptor del factor activador de plaquetas ginkgdélido B, que ademas posee
efecto neuroprotector. Estos cultivos celulares de G. biloba, ademas produjeron gingkdlido A
y bilobélido (Li y Zhu, 1990; Zhou et al., 1992; Zhou y Wu, 2006). La shikonina y sus
derivados se han aislado de las raices de plantas de la familia de las Boraginaceas, y han
sido utilizados como antiinflamatorios y antimicrobianos, ademas de colorantes en
cosmeéticos. Los cultivos de callos y células en suspension de tres especies de esta familia,
Arnebia euchroma, Onosma paniculatum y Lithospermum erythrorhizon han sido estudiados
para la produccién de shikonina (Lin y Wu, 2002; Zhou y Wu, 2006). Los cultivos también
acumularon derivados de la shikonina como desoxishikonina, B-dimetilacriloil shikonina,
acetilshikonina, B-hidroxiisovaleroil shikonina e isobutanoil shikonina (Wu y Zhong, 1999;
Yuan et al., 2001; Dong et al., 1993 y Zhong y Yue, 2005 citados por Zhou y Wu, 2006). Se
ha demostrado que la shikonina inhibe la formacion del edema auricular inducido con TPA

con una dosis inhibitoria media (Dlso) de 1.0 mg/oreja (Andujar et al., 2010).

La berberina, un alcaloide de isoquinolina, se emplea para bajar de peso y se ha obtenido
por cultivo de células en suspension de Coptis japonica (Fujita y Tabata, 1987; Smetanska,
2008), ademas ha demostrado actividad antiinflamatoria en modelos biolégicos de edema
auricular inducido con TPA y subplantar inducido con carragenina (Kuo et al., 2004);
adicionalmente, se han reportado sus efectos ansiolitico y antidepresivo en ratas con

sindrome de abstinencia (Lee et al., 2012). De cultivos de callos de Coptis chinensis se han
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aislado berberina y jatrorrizina, esta ultima también se ha producido en cultivos de células de
Berberis julianae inmovilizadas con geles de alginato de calcio y con poliuretano reticulado
(Zhou y Wu, 2006).

La sanguinarina ha sido producida en cultivos de células de Papaver somniferum y tiene
mercado potencial en productos de higiene bucal (Park et al., 1990; Rout et al., 2000);
ademas inhibe el efecto de ésteres de forbol sobre la activacion del factor de transcripcion

NF-kB durante la inflamacion (Chaturvedi et al., 1997).

El acido rosmarinico se ha producido de manera industrial por cultivos celulares de Coleus
blumeii (Petersen, 2003; Smetanska, 2008); dentro de la actividades biolégicas reportadas
se encuentra el efecto ansiolitico que ha sido probado en modelos murinos conductuales
como el laberinto elevado en cruz (Pereira et al.,, 2005); ademéas posee actividad
antioxidante. Su produccién se ha dado también en cultivos de raices y cultivos celulares
transformados por Agrobaterium rhizogenes de Salvia miltiorrhiza. De estos cutivos se ha
aislado también el acido litospérmico B, que junto con el acido rosmarinico ha mostrado
también diversas actividades farmacoldgicas como los efectos preventivos de la uremia y la
hepatitis, y los efectos vasodilatadores e hipotensores dependientes del endotelio (Chen et
al., 1997 Xia et al., 1992 citado por Zhou y Wu, 2006).

Ejemplos de antioxidantes producidos por cultivos de células vegetales son el licopeno,
carotenoide producido por un cultivo celular de zanahoria (Daucus carota) en un medio
suplementado con ANA (Liang et al., 2003 citado por Zhou y Wu, 2006). El a-tocoferol o
vitamina E es el antioxidante mas conocido y ha sido producido en cultivos celulares de
cartamo, Carthamus tinctorius (Zhao et al., 2001 citado por Zhou y Wu, 2006).

Se han producido flavonoides e isoflavonoides en cultivos de tejidos de varias plantas
medicinales como Saussurea medusa (Compositae), Maackia amurensis (Leguminosae),
Glycyrrhiza uralensis (Leguminosae) y Panax japonicus var. major (Araliaceae) (Zhou et al.,
1998 y Luo et al., 2003 citados por Zhou y Wu, 2006 ; Xing et al., 1999;).

Las cuatro principales especies de Panax de la familia Araliaceae contienen numerosas
saponinas triterpenoides como los ginsendésidos Rbl, Re, R1, Rgl y Rh1, algunos de los
cuales han mostrado un rango de actividades farmacoldgicas como hemostatico, reductor del

colesterol e hipolipemiante, etc. Los cultivos celulares de las especies P. ginseng, P.
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notoginseng, P. quinquefolium y P. japonicus var. major han sido establecidos y ampliamente
evaluados para la produccién de los principales ginsendsidos. Se ha escalado a un
biorreactor tipo air-lift un cultivo en suspensién de P. notoginseng optimizando el suplemento
de nutrientes y las condiciones de cultivo para el crecimiento celular y produccion de
saponinas (Wu y Zhong 1999; Han y Zhong, 2002; Zhong y Yue, 2005; Zhou y Wu, 2006).

2.4 Efecto del nitrato como fuente de nitrégeno en el metabolismo celular

El nitrdgeno es el nutriente mas importante para el desarrollo de la planta después del agua
dada su abundancia en las biomoléculas. Las formas i6nicas preferidas por la planta para su
absorcion por la raiz son el nitrato (NO3) y el amonio (NH,"). Existe la posibilidad de
absorber nitrégeno atmosférico N, por fijacion simbidtica en leguminosas y otras familias
gracias a microorganismos de géneros como Rhizobium y Frankia, y por absorcion del
amoniaco en forma gaseosa a través de las estomas; ambos terminan convirtiéndose en
amonio (Bonilla, 2013).

En la planta, el 50% del nitrdgeno se distribuye en proteinas y acidos nucleicos; el resto en
forma de N organico soluble (aminoacidos, amidas, aminas) y N inorganico (iones nitrato y
amonio principalmente) (Bonilla, 2013).

Los metabolismos del nitrdgeno y del carbono estan interconectados y se regulan
reciprocamente para mantener una proporcion interna carbono/nitrégeno (C/N) adecuada. La
asimilacién del N en las plantas requiere poder reductor, ATP y esqueletos carbonados. El
poder reductor puede ser suministrado por reacciones luminicas de la fotosintesis o por la
glucdlisis y la respiracion. Los esqueletos carbonados son proporcionados por la oxidacién
de carbohidratos que son formados por reduccién fotosintética del carbono. La asimilacién
del nitr6geno es, por tanto, un proceso intimamente conectado al metabolismo del carbono
(Maldonado, 2013).

La asimilacion del nitrégeno origina un flujo de carbono desde carbohidratos hasta
amino&cidos. En ausencia de fotosintesis, el almidon o la sacarosa pueden suministrar dicho
carbono. En la luz, los azlcares que se sintetizan en el ciclo reductivo de las pentosas
fosfato constituyen la dltima fuente de esqueletos carbonados para sustentar la sintesis de
aminodcidos. En tejidos fotosintéticos, el carbono asimilado se reparte entre la formacion de
carbohidratos y la sintesis de aminoacidos. El flujo del carbono organico hacia una u otra via

se modula a través de la regulacion de enzimas clave de ambas rutas, como respuesta a la
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luz, y a la disponibilidad de carbono y nitr6geno. Por su importancia metabdlica y fisioldgica,
la glutamina y la asparragina son, probablemente, los dos productos méas importantes de la
asimilacion y reasimilacion de nitrégeno en la planta. Ambos aminoécidos constituyen un
punto importante de conexién entre el metabolismo del carbono y del nitrégeno (Maldonado,
2013).

Del mismo modo que el metabolismo del nitrdgeno es regulado por los metabolitos
carbonados, la expresion de muchos genes del metabolismo del carbono se regula por
compuestos nitrogenados. Asi, el nitrato no sélo induce los genes que codifican las enzimas
necesarias para su reduccion y posterior asimilacion, sino que también actlla como sefial
reguladora positiva de genes involucrados en el metabolismo de los carbohidratos, y como
sefal negativa de genes requeridos para la biosintesis de los mismos. De esta forma, el
nitrato estimula el flujo de carbono hacia la formacién de acidos organicos, los cuales son
necesarios para la formacion de esqueletos carbonados para la biosintesis de los
aminoacidos. Esta regulacion reciproca entre los metabolismos del carbono y del nitrégeno
permite a la planta coordinar las velocidades de biosintesis de carbohidratos y de

aminoacidos, con el fin de mantener un adecuado balance interno C/N (Maldonado, 2013).

Una de las modificaciones mas (utiles realizadas en el medio de cultivo para promover la
produccion de metabolitos secundarios es la modificacion de la relacion C/N (Bhojwani y
Dantu, 2013). La reduccion en la concentracion de nitrato estimula el metabolismo de los
fenilpropanoides, en lugar de dirigir lo ruta biosintética de metabolitos del nitrdgeno, y esta
mediada por la induccion de un conjunto de enzimas en los primeros pasos de la via
biosintética de los fenilpropanoides. En tejidos no fotosintéticos, la descomposicion de
carbohidratos proporciona equivalentes reductores, ATP y esqueletos de carbono para
apoyar la asimilacion de nitrégeno inorganico y la sintesis de metabolitos que contienen
nitrdgeno, como aminoacidos y nucleétidos. Cuando se cambia el suministro de carbono o
nitrégeno, muchos metabolitos centrales en el metabolismo de carbono y nitrégeno cambian
en paralelo en lugar de hacerlo de manera antagonista. Cuando la fotosintesis se inhibe con
poca luz, dias cortos o inhibicion antisentido de la expresion de los genes RBCS que
codifican la subunidad menor de la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO),
los carbohidratos disminuyen, la asimilacion de nitratos se inhibe y los niveles de
amino&cidos disminuyen. Cuando la fotosintesis se estimula en plantas en crecimiento, se

presenta una elevada concentracion de diéxido de carbono [CO,], hay un aumento en los
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niveles de muchos aminoacidos y de carbohidratos (Matt et al., 2001). En las plantas con
nitrato limitado, la mayoria de los carbohidratos se acumulan como almidon, y los

aminoacidos y azucares solubles disminuyen.

Estudios moleculares han comenzado a elucidar la compleja red que coordina e integra el
metabolismo del nitrato y el carbono (Figura 4). La expresion de cientos de genes se altera al
adicionar nitrato a plantas deficientes de nitrégeno (Scheible et al., 2004; Wang et al., 2004;
Fritz et al., 2006). Esto incluye la induccion de genes que participan en la absorcion y
asimilacién de nitrato, una importante reprogramacion del metabolismo primario del carbono
para producir equivalentes reducidos y acidos organicos para la asimilacion del nitrégeno y
facilitar la sintesis de aminodacidos y nucleétidos, y la inducciéon de genes requeridos para la

sintesis de proteinas, lipidos y componentes de la pared celular (Fritz et al., 2006).

En experimentos realizados por Fritz et al. (2006) en Nicotiana tabacum, se demostré la
relacién existente entre el metabolismo del nitrato y del carbono con la regulacion de la
biosintesis de fenilpropanoides y de compuestos nitrogenados como el alcaloide nicotina.
Plantulas deficientes en nitrato acumularon gran cantidad de fenilpropanoides como el &cido
clorogénico y flavonoides pero baja concentracion de nicotina, ademas de presentar niveles
altos de lignificacion. El analisis de la expresién de genes por PCR en tiempo real (QRT-
PCR), mostré la induccion de un arreglo de genes involucrados en la activaciéon de la via de
la enzima fenilalanina-amonio liasa (PAL), clave en la ruta de biosintesis de fenilpropanoides
(Figura 4).
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Figura 4. Relaciones entre el metabolismo primario y secundario de las plantas, origen

biosintético de los principales grupos de compuestos secundarios y detalle de la Ruta del

acido shikimico. TAL: tirosina amonio liasa; PAL: fenilalanina amonio liasa; C4H: cinamato 4-
hidroxilasa. Adaptado de Pifiol et al., 2013.
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El balance C/N puede utilizarse como una estrategia metabdlica orientada a la biosintesis de
compuestos activos de tipo fenilpropanoide, flavonoides y cumarinas y su acumulacién en
plantas y suspensiones celulares, como se ha reportado en condiciones de restriccion de
nitratos en Nicotiana tabacum, Cecropia obtusifolia y Sphaeralcea angustifolia para la
produccion de &cido clorogénico, é&cido sphaerdlcico, isoorientina y las cumarinas
escopoletina y tomentina (Fritz et al., 2006; Mora-lzquierdo et al., 2011; Nicasio-Torres et al.,
2012, 2016; Pérez-Hernandez et al., 2014, 2019).

2.5 Efecto del cobre en el metabolismo celular

El cobre es absorbido como catién divalente (Cu®*) en suelos aireados 0 como ion cuproso
(Cu") en suelos pobres en oxigeno o con alto contenido de agua. Es un nutriente esencial
por estar presente en diversas proteinas y enzimas implicadas en procesos de
oxidacién/reducciéon. Dos sistemas clave en dicho proceso son la plastocianina, proteina
cloroplastica involucrada en el transporte electronico de la fotosintesis entre el fotosistema Il
y el fotosistema |, y la enzima citocromo c oxidasa, enzima respiratoria que cataliza la
transferencia hasta el oxigeno en las crestas mitocondriales. Es también componente del
complejo enzimatico fenolasa, que oxida fenoles y se relaciona con la sintesis de lignina, ya
que forma algunos de sus precursores. En este sentido, entre los primeros signos en
deficiencia de Cu se encuentran la reduccién en la lignificacion y acumulacion de fenoles
(Bonilla, 2013).

El cobre se clasifica como un metal pesado, junto con el plomo, el cadmio y el zinc, y causan
alta toxicidad en las plantas, las cuales producen proteinas de defensa ante la exposicion a
estos metales. Uno de los principales mecanismos de defensa de las plantas frente a
agentes, en su mayoria toxicos, son las fitoquelatinas, proteinas de bajo peso molecular con
un elevado numero de aminoacidos azufrados, principalmente cisteina, que forman
complejos con metales pesados como el cobre, el cadmio y el plomo (Bonilla, 2013). Las
metalotioneinas se sintetizan enzimaticamente a partir del glutatiéon, son estas proteinas de
bajo peso molecular presentan dominios ricos en cisteina en las regiones amino y carboxilo

terminal (Macovei et al., 2010).
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En altas concentraciones, el cobre cataliza la formaciéon de EROs como el perdxido, los
radicales superoxido e hidroxilo, que pueden inducir estrés oxidante y dafio oxidativo
considerable en macromoléculas importantes como el ADN, proteinas y lipidos (Maksymiec,
1997; Janas et al., 2009). Por otro lado, las EROs sirven como sefial de adaptacion a
condiciones de estrés por metales pesados. El efecto toxico del Cu* resultante del estado
oxidante puede ser disipado por varios sistemas antioxidantes incluyendo los sistemas
enzimaticos peroxidasa, catalasa, superoxido dismutasa, ademas de compuestos fendlicos,
prolina, tocoferoles y poliaminas (Maksymiec, 2007; Janas et al., 2009). Es posible que los
compuestos fendlicos al actuar como reductores puedan secuestrar o quelar metales
pesados, disminuyendo asi la toxicidad por metales en las células (Janas et al., 2009). En
particular, su grupo carboxilo o los grupos hidroxilo pueden unirse fuertemente a Cu®" y Fe?"
(Fernandez et al. 2002). Cabe destacar que los compuestos fendlicos (fenilpropanoides
como flavonoides y derivados de &cidos hidroxicinAmicos), en contraste con su actividad

antioxidante, también pueden actuar como pro-oxidantes (Sakihama et al., 2002).

Los metales pesados y herbivoros desencadenan en la planta un sistema de respuesta
similar al estrés oxidante inducido por el ataque por patégenos. Las EROs se originan de
actividades enzimaticas como NADPH oxidasa (OX) o a través de la reaccion de Fenton, que
genera radicales hidroxilo y superdxido. Ademas del ion hidroxilo a partir del peréxido de

hidrogeno al reaccionar con los iones metalicos:

H,O, + Fe*'/Cu" — "OH + OH™ + Fe*'/Cu®*
‘0, + Fe*'/Cu®" — Fe*/Cu* + O,

La formacion del peroxido de hidrogeno y del radical superéxido puede darse a través de la
reaccion de Haber-Weiss, independiente de la accion de un metal:
H202+ .Oz— — _OH + OH_+ 02

Estas EROs oxidan los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de la membrana lipidica a
hidroperéxidos de &cidos grasos poliinsaturados (HP-AGPI), en este proceso puede
intervenir también la accion enzimatica de la lipoxigenasa (LOX). Los HP-AGPI son
convertidos a oxilipinas (como el &cido jasmonico o el acido linoleico) por accion de vias

enzimaticas o no enzimaticas. Estas oxilipinas participan de manera inter- y extracelular en
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procesos de sefializacion en respuesta a mdultiples reacciones defensivas. Inducen la
expresion de genes para la biosintesis y acumulacion de moléculas de defensa como los
inhibidores de proteasas, compuestos volatiles y metabolitos secundarios. Este proceso se
resume en la Figura 5, aunque se trata de un mecanismo de defensa complejo donde
intervienen receptores de sefializacion mediada por receptores, cambios en la concentracion

citosdlica de calcio y cascadas de fosforilacion/desfosforilacion de proteinas (Mithofer et al.,

2004).
1 Metales pesados
Membrana
plasmdtica

N / ERO’s
0, LOX HP-AGPI

Oxilipinas

[ Fitoalexinas ]

Nucleo

Activaciéon de genes

Figura 5. Modelo para inducir la biosintesis de metabolitos secundarios por elicitor biol6gico

0 con metales pesados. Adaptado de Mithofer et al., 2004.

Entre los genes activados en esta cascada de sefiales se encuentran los de la fenilalanina
amonio liasa (PAL), enzima clave en el cambio del metabolismo primario al metabolismo
secundario como en la ruta de biosintesis de los fenilpropanoides, enzima que también se

activa en condiciones de reduccidén de nitratos (Fritz et al., 2006). La modificacion de las
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concentraciones de nitratos totales y de cobre, por si solos en el medio de cultivo o en
combinacién, pueden ser explotadas como estrategias de estimulacion de la produccién de
metabolitos secundarios, como ha sucedido en la produccién de acido sphaerdlcico y las
cumarinas escopoletina y tomentina por cultivos de células en suspension de Sphaeralcea
angustifolia a nivel matraz y biorreactor al reducir el contenido de nitratos a 2.74 mM (Pérez-
Herndndez et al., 2018, 2019). La reduccién de 1.5 veces (18.8 mM) del contenido de
nitratos en el cultivo de células en suspension de Gymnema sylvestre provoco la caida de la
biomasa pero el incremento en la produccién de acido gimnémico (Praveen et al., 2011),
mientras que en cultivos celulares de Cecropia obtusifolia la reduccién del contenido de
nitratos a 8 y 16 mmM incrementé tres y cuatro veces la produccion de acido clorogénico e
isoorientina, respectivamente, ademas se identificaron los acidos cafeico y ferulico (Nicasio-
Torres et al., 2012). Por otra parte, la modificacion de la relacién de las sales de cultivo
NH,NO; y KNO; expresada como NH,/NO; a una relacién 60:20 mM incrementd la
produccién de puerarina, ademas la modificacion del cobre en el medio de cultivo de 0.025 a
0.05 mg L™ Cu® incrementé 2.2 veces la concentracién de puerarina aunque se redujo la

biomasa celular del cultivo en suspension (Karwasara y Dixit, 2011).

2.6 Disefio Experimental: Metodologia de Superficie de Respuesta

El disefio experimental permite conocer estadisticamente las relaciones entre la entrada y
salida de variables en sistemas y procesos de produccidon donde ocurren transformaciones
fisicas, quimicas o biolégicas. Dicho disefio permite analizar qué variables independientes
afectan el resultado experimental y de qué manera. Los bioprocesos que demandan medios
de cultivo complejos pueden beneficiarse del disefio de experimentos para evitar sesgos
experimentales y reducir significativamente la cantidad requerida de experimentos para llegar
a una operacion oOptima. Por tanto, es necesario conducir experimentos de barrido o
deteccién de factores (variables experimentales independientes) importantes que afectan el
resultado experimental, para poder analizar dicho efecto mediante una superficie de

respuesta (Van Ryswyk y Van Hecke, 1991; Hanchinal et al., 2008; Mandenius, 2016).
Para maximizar, por ejemplo, el rendimiento de un producto en el menor tiempo posible
utilizando cantidades minimas de reactivos, se puede evaluar el efecto de la temperatura,

presion, relaciones en la concentracion de reactivos, tiempo de reaccidén y catalizadores,
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para determinar cuéles son los factores que tienen el mayor efecto en la sintesis del
producto a lo largo del cultivo. Si no se sabe a priori qué factores tienen el mayor efecto en el
resultado, se pueden realizar inicialmente experimentos de deteccion de estos factores,
llamados disefos factoriales fraccionales de Plackett-Burman o Yates, para determinar los
factores cuyo efecto resulta més significativo (Van Ryswyk y Van Hecke, 1991).

Una superficie de respuesta es un gréfico del sistema que muestra como varia la respuesta
frente a los diferentes valores que puede tomar cada uno de los factores o variables que se
involucran en el estudio (Palasota y Deming, 1992). Los métodos de superficie de respuesta
(MSR) proporcionan un proceso sistematico de optimizacién que requiere un esfuerzo menor
comparado con los métodos tradicionales, donde se varia sistematicamente un factor a la
vez, manteniendo constantes todos los demas. Aunque completo, el enfoque uno a la vez
tiene dos inconvenientes principales: el tiempo o costo requerido para su desarrollo lo hace
impractico; ademas, si existe una interaccion entre dos 0 mas variables importantes cuyo
efecto resulte significativo sobre la variable respuesta, estos efectos son muy dificiles de
establecer bajo esta modalidad. Con base en lo anterior, se opta por las MSR como una
alternativa que soluciona las limitantes de la metodologia un factor a la vez, sin rquerir una
mayor inversion de tiempo y recursos, y que permite obtener méas informacion del sistema en

su exploraciéon (Van Ryswyk y Van Hecke, 1991; Mandenius, 2016).

El objetivo de la metodologia de superficie de respuesta es describir el comportamiento del
sistema ante la variacion de los factores, desarrollando el minimo posible de experimentos.
Se elige un rango de valores que abarque el punto de inflexién, donde se obtiene la maxima
respuesta dentro del intervalo en el que se prueban los factores experimentales. En este
caso, el numero de experimentos debe ser adecuado para estimar o predecir el valor de la
variable. Ademas, si las circunstancias lo permiten, debe haber repeticiones para probar la
consistencia experimental. Los valores que toma cada factor dentro del intervalo deseado
para cada variable se deben codificar, lo que favorece el andlisis estadistico del experimento.
Para codificar, es necesario establecer el nivel bajo de cada variable en -1, el nivel alto en +1
y el nivel inicial en 0 (Van Ryswyk y Van Hecke, 1991; Palasota y Deming, 1992; Mandenius,
2016).

La MSR se fundamenta en los siguientes conceptos (Van Ryswyk y Van Hecke, 1991):
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1. El disefio experimental determina el nUmero de experimentos y el intervalo de valores
gue tomaran las variables experimentales.

2. Los resultados obtenidos al desarrollar el disefio experimental permiten obtener una
ecuacion de prediccién, que permite describir la superficie de respuesta bajo las
condiciones experimentales empleadas.

3. El andlisis canonico ejecutado al modelo matemético permite encontrar las

condiciones experimentales en las que se obtiene la mayor respuesta.

La ecuacién de prediccion obtenida con el andlisis cinético efectuado a los resultados del
disefio experimental, es un modelo empirico polinébmico completo de segundo orden. A
menudo es adecuado para describir una amplia variedad de sistemas quimicos
multifactoriales, y se define como:

Y1 = Bo + BiXui + BaXai + Bra(Xu)? + B2a(X2)? + Bra(XuiX2)? + 1y

Donde Y; es la respuesta Unica en el i-ésimo experimento (p. €j., absorbancia): X; y X, son
los factores o variables experimentales; Bq es el término de intercepcién, el valor original de
la respuesta; B; y B, indican el efecto que ejercen las variables sobre la respuesta; B11 Y B2
significan el efecto que tienen los factores en la curvatura de la superficie; y 1, es el término
de interaccion, que es una medida de cuanto cambia la pendiente, con respecto a un factor,
a medida que el otro factor aumenta o disminuye. EI modelo polinbmico completo de
segundo orden generalmente proporciona una buena aproximacion del comportamiento real

de un sistema dado sobre un factor de dominio modesto (Palasota y Deming, 1992).

Disefio Compuesto Central (DCC).

Suponiendo que el modelo de la ecuacién anterior describirda adecuadamente el
comportamiento de un sistema de dos factores, es necesario elegir un disefio experimental
que proporcione datos suficientes para estimar el valor de los coeficientes 3. Box y Wilson
introdujeron en 1951 el disefio compuesto central, que consta de un Disefio Factorial
completo de dos niveles (cuadrado) superpuesto en un disefio de estrella (puntos), en donde
los centros de los dos disefios coinciden. Este disefio permite la estimacion de un intercepto,
pendiente, curvatura e interaccion entre factores en el modelo de la ecuacidén anteriormente
descrita. EI DCC sigue siendo el disefio experimental simétrico de segundo orden mas

utilizado para el desarrollo de procedimientos analiticos. La aplicacion del disefio factorial de
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tres niveles no es frecuente, y el uso de este disefio se ha limitado a la optimizacién de dos
variables, porque la eficiencia es muy baja para un mayor nimero de variables (Palasota y
Deming, 1992; Gilmour, 2006; Bezerra et al., 2008; Hanchinal et al., 2008).

En este estudio se emplear4 la MSR como una estrategia de disefio experimental para
estimular la produccién de los compuestos escopoletina (antiinflamatorio) y 3-O-8-D-
glucosido de quercetina (ansiolitico), tomando en consideracion las concentraciones basales
del medio de cultivo MS de 27.4 mM de nitratos totales (X;) y 0.1 uM de cobre (X,) como
variables independientes establecidas en sus niveles centrales (0,0), a partir de los cuales se
plantera un disefio factorial 2¢ (DF 2") para conocer el efecto de las variables independientes
y la significancia de su interaccién en la produccién de biomasa (Y1), y los compuestos
activos escopoletina (Y,) y 3-O-8-D-glucésido de quercetina (Ys3). A partir de este disefio se
establecerA un DCC si existe significancia en la interaccién entre las variables
independientes, se plantearan los modelos matematicos y sus respectivas superficies de
respuesta con las condiciones Optimas predichas para la produccién de activos y biomasa

celular.

2.7 Ulcera péptica

La ulcera péptica es un defecto de la mucosa gastrointestinal que se extiende a través de la
muscularis mucosae como consecuencia de la actividad de la secrecion acida del jugo
gastrico. La prevalencia de la Ulcera péptica se estima entre el 5% y el 10% de la poblacién
general (esta cifra asciende al 10%-20% si se consideran los individuos infectados por
Helicobacter pylori). La incidencia de Ulceras oscila entre el 0.1% y el 0.3% anual, pero llega
hasta el 1% entre las personas H. pylori positivas, o que representa una tasa de 6 a 10
veces mas elevada que la descrita en los individuos no infectados. En la actualidad, la
incidencia anual de la Ulcera gastrica oscila entre 0.3 y 0.4 por cada 1000 habitantes
(Borstnar y Cardellach, 2014).

La lesién ulcerosa consiste en una pérdida de sustancia localizada de la mucosa y, en grado
variable, de las restantes capas de la pared géstrica o duodenal. La Ulcera gastrica suele ser
Unica, redondeada u oval, aunque puede ser lineal y su didmetro es en general menor de 3

cm. Puede aparecer en cualquier porcion del estbmago, pero en mas de la mitad de los
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casos se localiza a lo largo de la curvatura menor, cerca de la incisura angular, en la union

del cuerpo con el antro gastrico (Figura 6).
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Figura 6. Anatomia del estbmago. Seccion transversal de la pared del estbmago. Adaptado

de Boron y Boulpaep (2017).

Histolégicamente, las lesiones de la mucosa gastroduodenal se clasifican en:

Erosiones. Son lesiones superficiales y redondeadas, de menos de 5 mm de diametro,
margenes poco sobreelevados, fondo pardo o enrojecido y, por lo general, multiples.
Histol6gicamente, la pérdida de sustancia se limita a la mucosa, donde se observan restos
necroticos, fibrina, neutrofilos y eritrocitos con un infiltrado por polimorfonucleares en la
periferia. Por lo comudn, estas erosiones se curan totalmente sin dejar cicatriz (Borstnar y
Cardellach, 2014).

Ulcera aguda. Las Ulceras agudas son lesiones Unicas o mdltiples de aspecto similar pero de

mayor tamafio que las erosiones. Histologicamente son mas profundas y se extienden al
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menos hasta la Muscularis mucosae. En el fondo de la Ulcera puede observarse tejido de
granulacion con escasa reaccion fibroblastica. Los epitelios de revestimiento y glandular
periférico muestran un aspecto activo debido a que a partir de ellos se produce la
regeneracion (Borstnar y Cardellach, 2014).

Ulcera crénica. El criterio de cronicidad de la Ulcera péptica se define por la existencia de
fibrosis en su base que determinara la cicatrizacion de la zona. Histolégicamente penetra en
la mucosa, la submucosa y, por lo general, en mayor o menor grado en la capa muscular.
Presenta cuatro capas muy caracteristicas que, del interior al exterior, son: una capa
superficial de exudado fibrinoleucocitario; una capa de tejido necrético eosindéfilo; tejido de
granulacion muy vascularizado con fibroblastos y abundantes células inflamatorias
linfoplasmocitarias y polimorfonucleares vy, por ultimo, una capa de fibrosis de grosor muy
variable que con frecuencia contiene arterias de distinto diametro con material trombotico
organizado. La mayoria de las Ulceras pépticas se asocian a gastritis cronica por H. pylori, lo
gue no ocurre en las Ulceras agudas ni en las Ulceras crénicas causadas por AINEs o por los

estados hipersecretores (Borstnar y Cardellach, 2014).

La Ulcera péptica se genera a consecuencia de un desequilibrio entre los factores agresivos
y defensivos que regulan la funcibn de la mucosa gastrica. Entre los primeros, la
hipersecrecion de acido, gastrina y pepsinégeno se ha considerado clasicamente como el
trastorno fisiopatol6gico fundamental de los pacientes con Ulcera duodenal. La importancia
de la secrecion acida y de la actividad péptica del jugo gastrico en la patogenia de la tlcera
péptica es evidente, porque en ausencia de acido no existe Ulcera. Asimismo, existe una
estrecha correlacién entre la eficacia del tratamiento antisecretor (en cuanto a la cicatrizacién
de la Ulcera) y la supresion de la acidez gastrica. La infeccion por H. pylori se asocia de
forma précticamente constante con la Ulcera duodenal, lo que sugiere que las anomalias
descritas en la secrecion gastrica son secundarias. Actualmente se reconocen cuatro causas
fundamentales de la enfermedad ulcerosa: infeccion por H. pylori, consumo de AINEs,

enfermedades propias de la mucosa e hipersecrecion gastrica (Borstnar y Cardellach, 2014).

Los AINEs se asocian con el desarrollo de Ulcera péptica como un efecto secundario
importante, ya que causa la inhibicion de las enzimas ciclooxigenasa 1y 2 (COX-1y COX-2)

y la produccion de prostaglandinas (PG). Ademas, interfiere con otros factores protectores,
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como la proliferacion de la mucosa, la secrecién de bicarbonato y la regulacion del flujo
sanguineo en la mucosa. La ciclooxigenasa es una enzima bifuncional que primero oxida el
acido araquiddnico (AA) para producir prostaglandina G, (PGG,) mediante su actividad
ciclooxigenasa y después peroxida este compuesto para producir PGH,. Los sitios de las dos
actividades enzimaticas ciclooxigenasa y peroxidasa estdn adyacentes, pero son
espacialmente distintos. La aspirina (acido acetilsalicilico) acetila un residuo serina de la
COX-1 y la inhibe irreversiblemente. Otros AINEs interactian a través de sus grupos
carboxilo con otros aminoacidos en la misma region. La activacion de la COX-1 (enzima
constitutiva) desempefia un papel importante en la trombosis intravascular porque estimula la
sintesis de tromboxano A, (TXA,) por las plaguetas. La inhibicién de este proceso por dosis
bajas de aspirina es fundamental para la prevencién de la trombosis coronaria en pacientes
con enfermedad coronaria aterosclerética. Sin embargo, la activacion de la COX-1 también
es importante para producir los prostanoides citoprotectores PGE, (una prostaglandina) y
PGI, (una prostaciclina) en la mucosa gastrica. La pérdida de estos compuestos puede
producir el efecto secundario no deseado de hemorragia digestiva después de tomar aspirina

a largo plazo (Borstnar y Cardellach, 2014).

Los estimulos inflamatorios inducen la COX-2 (enzima inducible) en varios tipos celulares, y
la inhibicion de la COX-2 es la causa de las acciones antiinflamatorias de las dosis altas de
aspirina (un inhibidor débil de la COX-2) y de otros inhibidores no selectivos de la
ciclooxigenasa como el ibuprofeno. Dado que las dos enzimas solo tienen un 60% de
homologia, nuevos compuestos que inhiben especificamente la COX-2, como el celecoxib
han salido al mercado. Los inhibidores de la COX-2 son buenos agentes antiinflamatorios y
tienen pocas probabilidades de causar hemorragia digestiva porque no inhiben la produccién

de prostaciclina dependiente de la COX-1 (Borstnar y Cardellach, 2014).

2.7.1 Modelos in vivo para inducir Glceras géastricas

Existen diversos modelos experimentales en los cuales se simulan las condiciones a las que
podrian estar expuestas los seres humanos, y en consecuencia desarrollar las Ulceras
gastricas (Amaral et al., 2013). El modelo de ligamiento del piloro produce isquemia
(hipoxia), generacién de elevados niveles de EROs y acumulacion de jugo gastrico y

pepsina, factores que conllevan a la produccion de Ulceras géastricas (Shay et al., 1954).
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Otro modelo utilizado es la induccién de Ulceras por estrés causado por inmersion en agua
fria, la produccion de lesiones se debe a la reduccién de la produccién de moco gastrico y es
el método mas apropiado para analizar los bloqueadores H, (Takagi y Okabe, 1968). De
manera similar al método anterior, se pueden producir Ulceras por la administracion de &cido
acético, este modelo permite conocer la manera en que este &cido afecta la secreciéon
gastrica y la produccién de moco. A través de una incision en el area abdominal se expone el
estdbmago de la rata y se le inyecta acido acético al 20% en la capa de la submucosa entre la
unién del fundus con el antrum (Morimoto et al., 1991).

El dafio gastrico inducido por los AINEs se debe principalmente a la infiltracién de neutréfilos
mediada por radiales libres de oxigeno que son formados por el sistema hipoxantina-xantina
oxidasa. La indometacina también conduce al agotamiento de glutatién y a la inhibicion de la
glutation peroxidasa, lo que al final conduce a la acumulacién de peroxidos lipidicos y
peréxidos de hidrogeno en las células de la mucosa (Yoshikawa et al.,, 1997). La
administraciéon oral de indometacina causa ulceracién debido a la inhibicién de la produccion
de prostaglandina que conduce a la disminucién de factores protectores, como son el flujo
sanguineo de la mucosa y la produccion de moco (Yuan et al., 2006). Ademas, los AINEs
modulan el factor de crecimiento angiogénico, inhiben la angiogénesis y aumentan la

apoptosis de las células endoteliales (Chatterjee y Bandyopadhyay, 2014).

Las ulceras gastricas inducidas con etanol y etanol/HCI son los modelos experimentales mas
utilizados para la evaluacion de la actividad antiulcerogénica (Morimoto et al., 1991). La
aplicacion intragastrica de etanol dafia al endotelio, provoca hipoxia y sobreproduccién de
EROs, o directamente sobre el endotelio disminuyendo la proliferacién celular y una
respuesta inflamatoria exacerbada (Amaral et al., 2013).

La generacién de lesiones gastricas inducidas por etanol es de origen multifactorial con
disminucion en la cantidad de moco gastrico (Al-Harbi et al., 1997). En este modelo se
observa la constriccion de las vénulas submucosas, lo cual provoca la estasis del flujo
sanguineo y posteriormente causa una fuga de plasma del lecho vascular, generando la
lesiébn de la mucosa géstrica. Otro factor clave es la secrecion de acido gastrico, su alta
acidez puede empeorar el dafio existente o potenciar la accion de un agente agresivo sobre
la mucosa gastrica (Savegnago et al., 2006; Amaral et al., 2013); ademas de provocar el
agotamiento de los mecanismos de defensa gastrica, la produccion de moco y la secrecién

de bicarbonato (Kinoshita et al., 1995). La produccién de EROs y la reduccién concomitante
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de la capacidad antioxidante son responsables del dafio y la muerte debido a su extrema
reactividad; atacan los constituyentes celulares esenciales como las proteinas, los lipidos y
los &cidos nucleicos, y con ello la formacion de compuestos toxicos (Kahraman et al., 2003;
Amaral et al., 2013).

2.7.2 Compuestos antiulcerogénicos en extractos de plantas

Distintos extractos de plantas han sido reportados con actividad antiulcerogénica, en los
cuales se han identificado compuestos de naturaleza fendlica. Del extracto metandlico de
Gardenia jasmonoides se han aislado los glicésidos iridoides gardendsido y genipin-1-8-
gentibiésido, compuestos a los que se les atribuy6 actividad gastroprotectora en un modelo
de Ulceras inducidas con etanol/HCI (Chen et al., 2017). El extracto hidroalcohdlico (etanol al
70%) de Scutia buxifolia se evalué en un modelo de Ulceras generadas por etanol al 70%, su
actividad fue atribuida a los compuestos acido cafeico, acido galico, acido clorogénico,
quercetina, rutina y kaempferol (Boligon et al, 2014). Asi mismo, el extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis demostr6 accién protectora en modelos de Ulceras gastricas inducidas
con etanol al 70%, ademas de presentar efecto antioxidante, vasodilatador y antiinflamatorio.
La actividad gastroprotectora se atribuye al contenido de los acidos carnésico y rosmarinico
identificados en el extracto (Dias et al., 2000; Altinier et al., 2007; Erkan et al., 2008; Amaral
et al.,, 2013). La reduccion del dafio causado por el etanol podria deberse a la actividad
antioxidante y antiinflamatoria del &cido rosmérinico (Petersen y Simmonds, 2002).

Del extracto etandlico de Baccaris tandilensis se aislaron e identificaron flavonoides como la
apigenina, sakuranetina y los derivados de dimetiléter de naringenina, kaempferol y
apigenina, ademas de espatulenol, bacotricuneatina B, acido oleandlico y escopoletina,
compuestos a los cuales les fue atribuida actividad gastroprotectora en un modelo de Ulceras
inducidas con etanol absoluto (Vidari et al., 2003).Los flavonoides son compuestos
ampliamente estudiados por presentar diversas actividades biolégicas como la antioxidante y
la gastroprotectora en diversos modelos de Ulceras, al presentar ademas de efecto
antisecretor y actividad citoprotectora. De Lira-Mota et al. (2009) enlistan aproximadamente
95 compuestos de naturaleza flavonoide cuyas actividades antiulcerogénica y
gastroprotectora han sido validadas. Se han reportado chalconas, como la 2',4'-dihidroxi-3'-
metoxichalcona y la 2',3,4-trihidroxichalcona; flavanonas como la hesperidina y la naringina;
y flavanos y flavanoles como la catequina y epicatequina; flavanololes como la taxifolina;

antocianidinas como el cloruro de benzopirilium; isoflavonas como la genistina; flavonoles
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como el kaempferol, la miricetina o quercetina; biflavonoides como las cinamtaninas B-1 y D-
1 o las procianidinas B-1 a B-4. Las flavonas son los flavonoides con actividad
antiulcerogénica mas amplio, se reportan hiperdsido, apigenina, rutina, quercitrina, luteolina,
escoparina, entre otros.

Mencion aparte merecen las cumarinas, pues ademas de presentar actividad antioxidante
importante actian en la inhibicibn de moléculas derivadas del metabolismo del &cido
araquidonico, inhiben a las enzimas que participan en la respuesta inflamatoria como la COX
y la lipoxigenasa (LOX). Dentro de las cumarinas reportadas se encuentran la esculetina,
herniarina, escopoletina, fraxetina, escoparona, esculina, bergaptol, cnidilina, entre otras
(Fylaktakidou et al., 2004).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios cientificos sustentan la efectividad ansiolitica, sedante y antidepresiva de
los extractos de inflorescencias, bracteas y hojas de T. americana var. mexicana; asimismo,
se han aislado e identificado sus principales compuestos quimicos activos, glicosidos
derivados de los flavonoides kaempferol y quercetina como el tilirésido. También se reporta
el uso medicinal de esta especie para aliviar padecimientos y sintomas asociados a la
inflamacién; no obstante, solo se ha demostrado que la infusion de inflorescencias posee
actividad analgésica. Estos antecedentes integran la plataforma cientifica que sustenta las
potencialidades de la especie para el desarrollo de un fitofarmaco, el cual podria ser
evaluado en su eficacia y seguridad en el humano para el tratamiento de padecimientos
relacionados con la ansiedad y/o inflamatorios como las Ulceras gastricas. La Ulcera
gastroduodenal es una de las patologias mas comunes en el hombre y puede derivar en
cancer si no es tratada adecuadamente. Las causas que las generan son diversas y
representan factores de riesgo para desarrollarla, entre ellas, beber alcohol, fumar, tener
estrés, padecer infecciones por la bacteria H. pylori, o consumir medicamentos AINES, estos
ultimos afectan directamente la produccién de moco que protege el tubo digestivo y aumenta
la produccién de &cido. Debido a las complicaciones que genera la ingesta de estos
medicamentos es necesario buscar fitofarmacos que reduzcan estas lesiones
gastrointestinales.

Una de las herramientas biotecnolégicas que permite la produccién sustentable de
compuestos de interés farmacoldgico es el cultivo de células en suspension, sistema que ha
demostrado tener un gran potencial y es utilizado ampliamente a nivel industrial. Con el
proposito de contar con un sistema alterno para la produccion de compuestos bioactivos de
T. americana var. mexicana en condiciones controladas de crecimiento, se plantea
establecer, suspensiones celulares cultivadas en lote en matraces agitados. Posteriormente,
se propone definir las concentraciones recomendables de los estimuladores abidticos
nitratos y cobre en el medio de cultivo de Murashige y Skoog, que favorezcan la produccién
de los compuestos con actividad ansiolitica (3-O-B-D-glucésido de quercetina) y/o
antiinflamatoria (escopoletina) empleando la MSR. Otro aspecto por abordar es la evaluacion
del extracto metandlico de la suspension celular de T. americana var. mexicana en el modelo
murino de Ulceras gastricas inducidas por etanol absoluto, apoyado en el uso de la planta en

padecimientos con trasfondo inflamatorio.
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IV. JUSTIFICACION

Las bondades de T. americana var. mexicana se ven comprometidas por la calificacion
emitida por la SEMARNAT (NOM-059-SEMARNAT-2010) como una especie en “peligro de
extincion”, por lo cual ha sido necesario buscar y aplicar una estrategia experimental de
cultivo que nos permita obtener material vegetal para validar sus propiedades medicinales.
Dentro de la biotecnologia vegetal, los cultivos de callos y células en suspensién son una
alternativa factible para obtener material vegetal controlado y de calidad de esta especie.
Empleando estas técnicas se establecié un disefio experimental que permitié optimizar el
crecimiento de la suspension celular, asi como estimular la produccién de los compuestos
escopoletina (antiinflamatorio) y 3-O-B-D-glucésido de quercetina (ansiolitico) en las
suspensiones celulares. Estas técnicas de estimulacidbn abibtica, modificando las
concentraciones de nitrato y cobre en el medio de cultivo de Murashige y Skoog empleando
la MSR, se emplearon como estrategia para incrementar la produccion de compuestos
fendlicos. Paralelamente, se evalué la actividad gastroprotectora del extracto metandélico del
cultivo de células en suspension, apoyado en su uso tradicional para aliviar padecimientos y
sintomas asociados a la inflamacion la cual hasta ahora no se habia reportado para la

especie.
V. HIPOTESIS
1. El estrés abiético producido en el cultivo de células en suspensién de T. americana
var. mexicana por el exceso del cobre y restriccion de nitratos en el medio de cultivo
MS, estimulara la produccion de los compuestos antiinflamatorios y/o ansioliticos.
2. El extracto metandlico del cultivo de células en suspension de T. americana var.

mexicana productor del antiinflamatorio escopoletina, mostrara un efecto

gastroprotector en el modelo murino de Ulceras inducidas con etanol.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivos Generales

v Establecer los niveles de nitrato total y cobre optimos aplicando la MSR, para
incrementar la producciébn de los compuestos con actividad antiinflamatoria y/o
ansiolitica en el cultivo de células en suspensién de T. americana var. mexicana en

matraces agitados.

v  Evaluar el efecto gastroprotector del extracto metandlico y fracciones ricas en
compuestos fendlicos obtenidos del cultivo de células en suspensién de T. americana

var. mexicana, en un modelo murino de Ulceras gastricas inducidas con etanol absoluto.

6.2 Objetivos Particulares

v’ Caracterizar la cinética de crecimiento de células en suspension de T. americana var.
mexicana, cultivadas en lote en matraces agitados con medio de cultivo MS.

v Determinar la cinética de produccién de compuestos con actividad antiinflamatoria
(escopoletina) y/o ansiolitica (3-O-8-D-glucdsido de quercetina), en cultivos tipo lote de
células en suspension de T. americana var. mexicana en medio de cultivo MS.

v' Definir los niveles de nitratos y cobre recomendables, aplicando la MSR, para optimizar
el crecimiento de la suspensioén celular en lote de T. americana var. mexicana.

v’ Establecer los niveles de nitratos y cobre 6ptimos aplicando la MSR, para incrementar la
produccién de escopoletina y/o 3-O-8-D-glucésido de quercetina en el cultivo tipo lote de
células en suspension de T. americana var. mexicana.

v’ Caracterizar las cinéticas de crecimiento y produccién de escopoletina y 3-O-3-D-
glucésido de quercetina, en cultivos tipo lote de células en suspension de T. americana
var. mexicana en medio MS con contenidos de nitratos y cobre determinados como
Optimos por la MSR.

v Obtener las fracciones ricas en compuestos fendlicos del extracto metandlico del cultivo

de células en suspension por fraccionamiento cromatografico en columna abierta
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v Evaluar el efecto gastroprotector del extracto metandlico del cultivo de células en
suspension de T. americana var. mexicana, en un modelo murino de Ulceras gastricas
inducidas con etanol absoluto.

v Determinar el efecto gastroprotector de las fracciones ricas en compuestos de

naturaleza cumarinica en el modelo murino de Ulceras gastricas.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cultivos in vitro de Tilia americana var. mexicana

7.1.1 Cultivo de callos

Se utilizaron callos friables de Tilia americana var. mexicana previamente desarrollados a
partir de explantes de hoja de ramas colectadas en Mexicapan, Estado de México. La
especie fue autentificada por la M. en C. Abigail Aguilar, responsable del Herbario de plantas
medicinales del IMSS en la Ciudad de México [IMSSM], los ejemplares fueron almacenados
con numero de referencia IMSSM-5099.

Los callos se desarrollaron en medio de cultivo de MS (1962) completo en sales,
suplementado con 30.0 g L™ de sacarosa, 2.0 mg L™ de 2,4-D, 0.5 mg L™ de KIN, ajustado a
pH 5.7, con 3.0 g L™ de PhytaGel (Sigma-Aldrich, México) como agente gelificante y 1.0 mg
L™ de polivinilpolipirrolidona (PVPP). El medio de cultivo se esterilizé en autoclave a 1.2 kg
cm?y 121 °C durante 18 min. Los callos se incubaron a 26 + 2 °C en fotoperiodo de luz:
oscuridad (16 h: 8 h) bajo lamparas fluorescentes de luz blanca de una intensidad luminosa
de 50 pmol m?s™ y una humedad relativa de 60%. Los callos fueron transferidos a medio

fresco cada cuatro semanas (Gutiérrez-Almanza, 2015).

7.1.2 Cultivo de células en suspensién

El cultivo de células en suspension en lote se estabecié en matraces Erlenmeyer de 250 mL,
se utilizé un indéculo del 6% de biomasa fresca de callo friable de 31 meses de edad en 80
mL de medio de cultivo MS completo en sales (27.4 mM de nitratos totales y 0.1 pM de
cobre) suplementado con 2.0 mg L™ 2,4-D, 0.5 mg L™ KIN, 30.0 g L™ de sacarosa, y agua de
coco al 5% a pH 5.7. Los cultivos se incubaron en una agitadora orbital (New Brunswick
Scientific Co.) a 110 rpm bajo las mismas condiciones de luz y temperatura empleadas para

el cultivo de callos. Para su proliferacion y mantenimiento, la suspension celular se transfirié
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bajo condiciones estériles a medio nuevo cada 14 dias conservando el mismo inéculo. La
viabilidad celular se determind considerando la integridad de la membrana celular medida
por el método del azul de Evans. A 1 mL de muestras de la suspension celular se les agreg6
una gota del colorante de exclusion azul de Evans al 0.25% (P/V) y se incubaron a
temperatura ambiente durante 2 min. Las muestras se observaron microscopicamente
(microscopio 6ptico Olympus CX31, Olympus corporation, Tokyo, Japan) y la magnificacién
de las imagenes se realizd con el objetivo 10X. Se contaron tres campos de la muestra y el

porcentaje de viabilidad se determiné como:

células no tenidas
) * 100

% viabilidad = ( :
células totales

Donde el numero de células no tefiidas es el nimero de células vivas en cada campo y el

namero de células totales es la suma de células vivas no tefiidas mas muertas tefiidas, y

multiplicando el cociente por cien (Orozco-Sanchez et al., 2011).

7.2 Cinéticas de crecimiento del cultivo de células en suspensién

Las cinéticas de las células en suspension de T. americana var. mexicana en lotes fueron
desarrolladas después de 5 subcultivos, las cinéticas se desarrollaron en un periodo de 28
dias, durante los cuales 9 matraces fueron cosechados al inicio del estudio (dia 0) y en los
dias lunes, miércoles y viernes para evaluar el crecimiento celular hasta el final del periodo
de cultivo. Cada matraz se filtr6 por separado al vacio utilizando un embudo Biichner (papel
filtro Watman No.1, 5.5 cm diametro), la biomasa retenida se lavd con agua destilada para
eliminar los residuos del medio de cultivo y se registrd el peso fresco. La biomasa obtenida
se sec6 en un horno (Thelco 160 DM) a 65 °C y después de 48 h se registr6 el PS (Pérez-
Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2016).

7.2.1 Crecimiento celular

La cinética de crecimiento del cultivo en suspensién fue creada registrando la media de los
pesos secos de las biomasas celulares (g L™) a lo largo del periodo de cultivo. El PS de la
Bmax desarrollada al final de la fase logaritmica de crecimiento, y el tiempo de cultivo en que

se obtuvo la misma, fueron registrados. El Ic fue calculado considerando la Bs menos el

., C ., .. Bmix—B
inodculo (By) y dividida entre el indculo de acuerdo con la ecuacion Ic = %‘]. La Pmax S€

0

calculé por la ecuacion de regresion lineal, generada al graficar en semilog los datos de

biomasa obtenidos durante la fase de crecimiento exponencial contra el tiempo; y el ty se
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In2 . , o L.
22 El rendimiento se calculé con base al rendimiento teérico

calculé con la ecuacion tq =

Hmax
reportado para carbohidratos en plantas (Y = 0.5 gps Jsacarosa ) dividiendo el PS de la Bpnax
obtenida entre el contenido de sacarosa (30.0 g L") (Katoh y Yoshida, 2009).
Los pardmetros cinéticos obtenidos se compararon por un ANOVA vy los factores cuyos
valores de p < 0.05 fueron considerados significativos sobre la respuesta. Diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos fueron calculadas por la prueba de
Tukeypos (SAS 9.1, SAS Institute, Inc.).

7.2.2 Extraccién de células en suspension

La biomasa seca de células en suspensién (200 mg) de cada matraz obtenidas al tiempo
inicial de cultivo (dia 0) y después a los 7, 14, 21 y 28 dias del cultivo en suspension en lote,
se extrajeron por maceracion a temperatura ambiente con metanol en proporcién 1:20 (P/V)
repitiendo el proceso tres veces (24 h para cada procedimiento). Los extractos obtenidos
para cada muestra se aclararon a través de un papel filtro Watman No.1, reunieron y
concentraron hasta sequedad (Pérez-Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2016;
Flores-Sanchez et al., 2019); los residuos fueron disueltos en metanol de alta pureza (Merck,
México) a una concentracion de 10 mg mL™ para su andlisis cromatogréafico por CLAR. La
identificacion de escopoletina (99%, Sigma-Aldrich) y 3-O--D-glucésido de quercetina (90%,
Sigma-Aldrich) en los extractos metandlicos, se realiz6 comparando sus tiempos de
retencién (11.2 min y 9.54 min, respectivamente) y sus espectros de absorcion (Amax = 343 y
(Amax = 355 nm, respectivamente). El contenido de ambos compuestos se determind por el
método del estandar externo empleando las ecuaciones de regresion lineal obtenidas con las
curvas de calibracion de los estandares: 2.5 a 20 ug mL™ para escopoletina y de 1.25 a 20
ug mL* para 3-O-B-D-glucésido de quercetina (Flores-Sanchez et al., 2019). Las cinéticas de
produccion se obtuvieron con los contenidos de escopoletina y 3-O-8-D-glucésido de

quercetina (ug L™) determinados en las biomasas de esos cultivos en suspension en lote.

7.2.3 Condiciones de CLAR para analisis de escopoletina y 3-O-B-D-glucésido de

quercetina

Los analisis cromatograficos se llevaron a cabo en un equipo de CLAR Waters (médulo de
separacion 2695) acoplado a un detector de arreglo de diodos (2996) con un rango de

deteccién de 190-600 nm, operado por el sistema Manager Millenium Software System
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(Empower ver.1; Waters Corp., Boston, MA; USA). La separacion de los compuestos en los
extractos metanolicos, para cuantificar escopoletina y 3-O-8-D-glucésido de quercetina, se
llevé a cabo utilizando una columna Spherisorb® RP-18 (250 x 4.6 mm, 5 um, Waters)
empleando una temperatura constante de 25 °C durante los andlisis. Las muestras (20 uL)
fueron eluidas a un flujo de 1.0 mL min™ con un gradiente de fases moviles de (A) agua de
alta pureza con 0.5% v/v de TFA (Sigma-Aldrich, México) y (D) acetonitrilo de alta pureza
(Merck) (Tabla 1) (Pérez-Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2016; Flores-Sanchez
et al., 2019).

Tabla 1. Método cromatogréfico para la separacion de compuestos fendlicos escopoletina 'y

3-0-B-D-glucésido de quercetina.

Tiempo (min) Flujo %A %D
(mL min™) (TFA 0.5%) (CHsCN)

0 1.0 100 0
1 1.0 100 0
2 1.0 95 5
3 1.0 95 5
4 1.0 70 30
15 1.0 70 30
16 1.0 50 50
18 1.0 50 50
19 1.0 20 80
20 1.0 0 100
21 1.0 0 100
22 1.0 100 0
25 1.0 100 0

7.3 Efecto del nitrato y cobre en el crecimiento celular y en la produccion de

escopoletinay 3-O-B-D-glucdésido de quercetina

7.3.1 Disefio experimental

Con el propoésito de favorecer el metabolismo para la produccion de compuestos
responsables de las actividades antiinflamatoria y ansiolitica en cultivos de células en
suspension de T. americana var. mexicana, se evaluaron dos condiciones de estimulacion

abiotica. La reduccién del contenido de nitratos, tomando como base la hip6tesis del balance
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carbono/nitrogeno (Fritz et al., 2006), establecida para la sintesis de compuestos ricos en
carbono (fenoles y terpenos) se estim6 como la concentraciébn de nitratos (Xy); y la
exposicion a niveles elevados de cobre, estimulador que actia de manera similar al ataque
por patdgenos induciendo la produccion de fitoalexinas (cumarinas y flavonoides) (Mithofer et
al., 2004), establecida especificamente como la concentracion de cobre (Xy).

Se planteé optimizar la respuesta mediante el uso de la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR), con el propoésito de identificar y potenciar el efecto de la concentracién de
ambas variables (nitratos y cobre) sobre la produccion de los compuestos escopoletina y 3-

O-B-D-glucésido de quercetina.

El disefio factorial 2 (DF 2%) inicial permiti6 conocer el efecto de las dos variables
independientes y la significancia de la interaccibn de ambos factores, ademas de
proporcionar el modelo matematico a partir del cual se establecieron los intervalos en los que
se mantuvieron las concentraciones de las variables independientes para optimizar la
respuesta. Para establecer el DF 2%, las variables independientes se codificaron en dos
niveles (+1, -1) establecidos a partir de los valores de nitratos totales (27.4 mM, 11.5 mM
KNO;3; y 15.9 mM NH4NO3) y cobre (0.1 yM CuSO,) presentes en el medio de cultivo MS
completo (X1 y X5, 0,0, puntos centrales, Tabla 2).

Para obtener los datos correspondientes del DF 2¢ se desarrollaron suspensiones celulares
durante un periodo de 14 dias de cultivo. Este periodo de cultivo se determiné previamente a
partir de las cinéticas tipo lote, como aquel en el que se obtuvo la biomasa maxima y mayor
produccion de escopoletina y de 3-O-B-D-glucésido de quercetina. Para este procedimiento
se tomaron en cuenta tres variables dependientes a optimizar: el crecimiento celular medido
como biomasa méxima en peso seco (Y,) y la produccion (ug L™) y/o rendimiento (ug ges™)

de escopoletina (Y,) y de 3-O-B-D-glucésido de quercetina (Y3).

Los resultados de la respuesta de las variables dependientes en el DF 2X fueron comparados
a través de un ANOVA, a partir del cual se obtuvo un modelo matematico lineal con el que
fue posible ubicar los niveles de los estimuladores que definirian la direccion a seguir para

ubicar region de respuesta Optima (Van Ryswyk y Van Hecke, 1991).
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Doénde:
Y = Bo + BaXy + BoXz + B12X1Xo

Y = Respuesta establecida (Y; = biomasa maxima; producciéon y/o rendimiento de Y, =
escopoletina y Y; = 3-O-B-D-glucésido de quercetina).

X;= Concentracion de nitratos.

X, = Concentracion de cobre.

Bo = Intercepto (valor obtenido cuando los niveles de nitratos y cobre estan en su valor
central, es decir, cuando X; y X, = 0).

B1 = Coeficiente que indica el efecto de la variable X, sobre la respuesta.

B, = Coeficiente que indica el efecto de la variable X, sobre la respuesta.

B1. = Coeficiente que indica el efecto de la interaccion entre las variables X; y X, sobre la

respuesta.

Tabla 2. Matriz del DF 2 utilizado para el establecimiento de cinéticas de crecimiento y
produccion de escopoletina y 3-O-B-D-glucésido de quercetina en cultivos de células en

suspension de T. americana var. mexicana.

Experimentos Variables codificadas Nitratos Cobre
P X, (nitratos) X, (cobre)  (NOs, mM) (Cu®, um)
1 -1 -1 13.7 0.01
2 +1 -1 411 0.01
3 0 0 27.4 0.1
4 -1 +1 13.7 1
5 +1 +1 411 1

El DF 2% declar6 significancia del efecto de la interaccién sobre la respuesta (p < 0.05),
indicando que la regidén de respuesta maxima se encontraba en la zona de los intervalos
utilizados de los estimuladores (Palasota et al., 1992). Con este modelo, fue posible detectar
el punto de inflexion de las concentraciones de nitratos totales y cobre, con las que se
completd el Disefio en Estrella (DE), que tendria como factor comun con el DF 2" los puntos
centrales de éste (Tabla 3.) para generar el Disefilo Compuesto Central (DCC)
correspondiente (Van Ryswyk y Van Hecke, 1991; Palasota y Deming, 1992). Con el DCC

se podrian definir las concentraciones Optimas para el crecimiento celular (Y;) y como
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variable de produccion, los rendimientos (g ges™’) de escopoletina (Y,) y de 3-O-B-D-
glucésido de quercetina (Y3) al dia 14 de cultivo.

El andlisis de los datos en el modelo de segundo orden (modelo cuadratico) con dos factores
nitratos (X;) y cobre (Xy) generd la expresion matematica:

Doénde:
Y = Bo + B1Xy + BoXz +P12X12 + Bl,lxlz + B2 X5

Y = Respuesta establecida (Y; = biomasa maxima; produccién y/o rendimiento de Y, =

escopoletina 'y Y3 = 3-0O-8-D-glucésido de quercetina).

Bo = valor promedio de la respuesta, en ausencia del efecto de los factores nitratos y cobre.
B1=raz6n de cambio (efecto lineal) de nitratos sobre la respuesta promedio.

B, =razon de cambio (efecto lineal) de cobre sobre la respuesta promedio.

B11=razén de cambio (efecto cuadratico) de nitratos sobre la respuesta promedio.

B, = razon de cambio (efecto cuadratico) de cobre sobre la respuesta promedio.

B1. = razon de cambio del efecto de interaccion entre nitratos y cobre sobre la respuesta
promedio.

Tabla 3. Matriz del disefio DCC utilizado para el crecimiento y produccién de escopoletina y

3-0-B-D-glucésido de guercetina en cultivos de células en suspension de T. americana var.

mexicana.
Variables codificadas Nitratos Cobre
X, (nitratos) X, (cobre) (NOg3, mM) (Cu?, uM)
+1 -1 41.1 0.01
-1 -1 13.7 0.01
+1 +1 41.1 1
-1 +1 13.7 1
0 0 Medio MS completo
27.4 0.1
0 -1.414 27.4 0
0 +1.414 27.4 1.2
-1.414 0 8.03 0.1
+1.414 0 46.77 0.1
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7.3.2 Determinaciones analiticas

7.3.2.1 Crecimiento celular

Al final del periodo de cultivo (14 dias), se cosecharon 6 matraces por cada condicion
experimental. La suspension celular de cada matraz fue filtrada al vacio en un embudo
Buchner (papel filtro Watman No.1, 5.5 cm didmetro) y la biomasa retenida se lavé con agua
destilada. La biomasa se seco en estufa a 65 °C por 48 h, se registro el peso seco (PS, g L’
) y se calculd la tasa media de crecimiento celular (Y;) bajo cada condicién nutrimental

registrada (Pérez-Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2016).

7.3.2.2 Rendimiento de escopoletinay 3-O-B-D-glucésido de quercetina

La biomasa seca (200 mg) de cada uno de los matraces seleccionados a los 14 dias del
cultivo en lote, fueron extraidas con metanol (1:20 P/V) para los analisis por CLAR de
escopoletina (Y,) y 3-O-B-D-glucésido de quercetina (Y3). Los rendimientos reportados
representan la media de 6 matraces crecidos independientemente en cada condicion
experimental. El crecimiento celular (biomasa en PS, Y;) y los rendimientos (ug ges’) de
escopoletina (Y,) y 3-O-B-D-glucésido de quercetina (Ys3) del DCC se analizaron con una
prueba de ANOVA, estos resultados se expresaron de acuerdo con la ecuacion cuadratica Y
= By + BiXy + BoXo + PraXiz *+ PriXa® + P22Xo® descrita previamente. Con este modelo
matematico, la superficie de respuesta fue graficada para cada variable de respuesta.

Para conocer si la produccion de ambos compuestos fue favorecida por la estimulacion
abiotica, los rendimientos de escopoletina y 3-O-8-D-glucésido de quercetina fueron
comparados con un ANOVA y una post-prueba de Tukey (o <0.05).

7.4. Obtencion del extracto metandlico y fracciones activas del cultivo de células en
suspension de T. americana var. mexicana

Para la evaluacion biolégica la biomasa seca y molida (200 g) del cultivo de células en
suspension crecidos en medio MS completo en sales, fue extraida por maceracion con
metanol grado reactivo (Merck, México) en una proporcion 1:10 (P/V) por 24 h, en agitacion y
en oscuridad, repitiendo el proceso tres veces. Los extractos se filtraron con papel Whatman
no. 1, se reunieron y se concentraron a presion reducida en un rotavapor. El extracto

metandlico resultante (TaM) se almacend en un frasco protegido de la luz.
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Posteriormente, el extracto (37 g) se disolvio con metanol, se sonicdé (5 min, 40 kHz) y
absorbié con 50 g de silica gel (35 g de fase normal y 15 g de fase reversa RP-18); el
extracto se fraccion6 en columna (9.5 x 10.5 cm) empacada con 100 g de silica gel RP-18
eluyendo con un gradiente de H,O:CH3CN aplicando vacio (Tabla 4). Se colectaron alicuotas
de 2 L y se concentraron a presion reducida en rotavapor.

Tabla 4. Condiciones de fraccionamiento en columna del extracto metandlico de biomasa de

células en suspension de T. americana var. mexicana.

Sistema de elucion

Fracciones HZO:CH3CN
TaM-1 100:0
TaM-2 90:10
TaM-3 80:20
TaM-4 70:30
TaM-5 50:50
TaM-6 30:70
TaM-7 0:100
TaM-8 100:0 MeOH

Las fracciones (TaM-1 a TaM-8) y estandares de compuestos fendlicos se analizaron por
CCF para identificar la presencia de compuestos de naturaleza cumarinica o flavonoide. La
fraccion TaM-2 (2.1 g) que contiene compuestos fendlicos, se absorbié con 4 g de silica (2 g
fase normal y 2 g fases reversa RP-18) y se fraccioné en una columna de vidrio (34 x 2 cm)
empacada con 20 g de silica gel RP-18, utilizando un sistema de elusién de polaridad
decreciente de H,O:CH3CN y lavado final con acetonitrilo. Se obtuvieron 64 alicuotas de 20
mL cada una, se concentraron a presion reducida y se reunieron en 16 subfracciones

(TaMC2) de acuerdo a sus caracteristicas quimicas (Tabla 5).

En las subfracciones TaMC2-5, TaMC2-9 y TaMC2-13 se identificé la presencia de las

cumarinas esculetina, escopoletina y esculina.
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Tabla 5. Condiciones de separacion cromatografica en columna de la fraccion TaM-2.

. ., Sistema
Fracciones Reuniodn HZO:CHscN

1-9 TaMC2-1 100:0
10-16 TaMC2-2 95:5
17-19 TaMC2-3 95:5
20 TaMC2-4 90:10
21-23 TaMC2-5 90:10
24, 25 TaMC2-6 90:10
26-28 TaMC2-7 90:10
29 TaMC2-8 85:15
30 TaMC2-9 85:15
31 TaMC2-10 85:15
32,33 TaMC2-11 85:15
34-36 TaMC2-12 85:15
37-43 TaMC2-13 80:20
44-48 TaMC2-14 80:20
49-54 TaMC2-15 75:25
55-64 TaMC2-16 75:25
L TaMC2-17 0:100

7.4.1 ldentificacién de escopoletinay acido p-cumarico

La subfraccion TaMC2-13 (43.9 mg) se disolvi6 en agua y se le agreg6 diclorometano
formandose dos fases: fraccion acuosa (TaMC2Aq) y fraccion de diclorometano (TaMC2D).
Las dos fracciones se concentraron a presion reducida en un rotavapor y fueron analizadas
por CLAR (método descrito en la tabla 6). En la fraccion TaMC2D se identificé escopoletina y
un compuesto no identificado en la fraccion TaMC2ACoEt derivada de una segunda particion
de la subfraccion TaMC2Ag.

El proceso de particion de la subfraccion TaMC2-13 (185.5 mg) se repitié con un sistema de
H,0:CH,Cl, 50:50. La subfraccién TaMC2D2 (29.3 mg) correspondiente a la fase orgéanica,
se disolvié con diclorometano, absorbié con 2 g de silica gel y purific6 con un sistema de
elusién de CH,Cl,:CH3;OH por cromatografia en columna abierta (30 x 1.5 cm) empacada con
3 g de silica gel. Se obtuvieron 9 fracciones de 10 mL cada una, se concentraron y reunieron

de acuerdo con sus caracteristicas quimicas en 4 reuniones (Tabla 7). Al final, se realizd una
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elusién con acetato de etilo (200 mL) y otra con metanol (200 mL). La escopoletina se
identifico en la fraccion TaMC2D2-1 y el &cido p-cumarico en la fraccion TaMC2D2-6.

Tabla 6. Sistema de elucién cromatografica por CLAR para el analisis de las fracciones del

extracto metandlico de células en suspension de T. americana var. mexicana.

Tiempo (min) Flujo %A %D
(mL min™) (TFA 0.5%) (CH5CN)

0 0.9 100 0
1 0.9 100 0
2 0.9 95 5
3 0.9 95 5
4 0.9 70 30
20 0.9 70 30
21 0.9 50 50
22 0.9 50 50
23 0.9 50 50
24 0.9 20 80
25 0.9 20 80
26 0.9 0 100
27 0.9 0 100
28 0.9 100 0
30 0.9 100 0

Tabla 7. Condiciones de separacion cromatografica en columna de la subfraccién TaMC2D2.

Fracciones Reunion Sistema
CH,Cl,:MeOH
1-3 TaMC2D2-1 100: 0
4-6 TaMC2D2-2 100:0
7,8 TaMC2D2-3 100:0
9 TaMC2D2-4 95:5
Lacort TaMC2D2-5 100 ACoEt
Lmeon TaMC2D2-6 0:100
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7.4.2 Grupos animales

Se utilizaron ratones hembras de la cepa ICR con un peso de 28 a 34 g. Los ratones se
conservaron en cajas de acrilico con alimento (Harlan rodent lab diet) y agua ad libitum, en
un cuarto con control de temperatura a 22 + 2°C, humedad relativa del 70-75% y ciclos de 12
h de luz y oscuridad. Los estudios fueron realizados de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y
uso de Animales de Laboratorio). El uso ético de los animales fue aprobado a traves del
Comité Local de Investigacion y Etica en Investigacion en Salud (CLIES 1702) del Instituto
Mexicano del Seguro Social, quién asigné el namero de registro R-2016-1702-55 al
protocolo. Para obtener datos consistentes se utiliz6 una cantidad minima de animales (n =
5), los cuales fueron privados del alimento durante 24 h previas al desarrollo de los

experimentos y se colocaron en cajas con rejillas de malla en el fondo para evitar coprofagia.

7.4.3 Induccién de lesiones gastricas con etanol absoluto

Las ulceraciones fueron producidas por la administracion oral de etanol absoluto al 10 % del
peso corporal. El extracto metandlico (TaM, 100 mg kg™) del cultivo de células en suspension
establecido en medio MS completo, las fracciones TaMC2-5 y TaMC2-9 (10 mg kg™), el
vehiculo (Tween 20 al 1%) y famotidina (20 mg kg™) fueron administrados una hora antes de
la administracién del etanol absoluto. Cumplido una hora, los ratones se sacrificaron por
sobredosis de pentobarbital sédico (PiSA Agropecuaria) y dislocacion cervical, se removieron
los estébmagos, abrieron a lo largo de la curvatura mayor y se realizaron lavados con agua
para eliminar los residuos de alimento. Las lesiones se examinaron macroscopicamente, se
tomaron fotografias de cada uno de los estbmagos y se almacenaron a -70 °C. Se determiné
la superficie total del estdbmago (mm?), asi como el nimero y la severidad de las lesiones
hemorréagicas por estdémago y expresadas como superficie gastrica ulcerada total (mm?)
mediante el analisis de imagenes con el software ImageJ. Las medias de cada grupo fueron
calculadas con base al indice de ulceracion (IU) y el porcentaje de proteccion se calcul6 con

base en el grupo tratado con el vehiculo (Dias et al., 2000; Vidari et al., 2003).

v IU control — 1U grupo tratado

a l d
( area uiceraaa ) x 100 % Proteccion = [ ] * 100

area total del estbmago 1U control
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Crecimiento celular

Los callos generados de explantes de hoja de T. americana var. mexicana en medio MS con
2.0 mg mL™ de 2,4-D en combinacién con 0.5 mg L™ de KIN fueron friables y presentaron un
color café, en los subcultivos subsecuentes la coloracion cambio6 a un color café claro (Figura
7a). La suspension celular en lote iniciada con estos callos cultivada en medio MS completo
en sales (27.4 mM de nitratos totales y 0.1 UM de cobre), estuvo compuesta por pequefios
agregados celulares de coloracion café claro (Figura 7b y 7c). En la fase de crecimiento
logaritmico el cultivo adquiri6 una coloracién café oscura, debida posiblemente a la
produccion de compuestos fendlicos (Bourgaud et al., 2001; Matkowski, 2008). Cuando el
cultivo alcanzé la fase estacionaria, recuperd la coloracién café clara la cual se mantuvo
hasta el final del periodo de cultivo (dia 28, Figura 7d). Las células presentaron una
morfologia caracterisitica, de forma redondeada y ovalada, se observaron agregados
celulares pequefios (<5 mm) y células libres (<250 um); la viabilidad celular al final de la fase

de crecimiento exponencial (14 dias) fue del 80% (Figura 7e).

Figura 7. Imagenes de la biomasa de callos derivados de explantes de hoja generados con

2.0 mg L' de 2,4-D y 0.5 mg L™ KIN (a), de los cultivos de células en suspensién de T.
americana var. mexicana establecidos con esos callos (b, ¢, d,) y teflidos con Azul de Evans

y observados al microscopio a 10X (e).
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Las cinéticas de crecimiento de las suspensiones celulares mostraron un patron sigmoidal
(Figura 8): la fase lag tuvo una duracion de 2 dias y la fase logaritmica de crecimiento durd
12 dias, obteniendo la biomasa maxima (17.86 ges L™) a los 14 dias. Después, se alcanz6 la
fase estacionaria y subsecuentemente la biomasa en peso seco decay6 hasta el final del
periodo de cultivo como consecuencia del consumo de nutrientes. Los pardmetros cinéticos
determinados como el Ic = 4.8 + 0.88, t; = 6.60 = 0.78 d, s = 0.107 + 0.01 d™ y la biomasa
celular producida respecto a la sacarosa Y = 0.637 + 0.067 gps Jsacarosa -, S€ €NCUENtran entre
los parametros cinéticos reportados para otras especies lefiosas como Bursera linanoe
(Pavon-Reyes et al., 2016), Taxus globosa (Tapia et al., 2013), Prosopis laevigata (Trejo-
Espino et al., 2011) y Pinus pinaster (Azevedo et al., 2008).
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento y produccion de escopoletina y 3-O-8-D-glucosido de

guercetina en los cultivos en lote de células en suspensién de Tilia americana var. mexicana.

Para obtener los datos correspondientes del DF 2 se crecieron suspensiones celulares
durante un periodo de 14 dias de cultivo, tiempo determinado en las cinéticas tipo lote en el
gue se obtuvo la biomasa maxima en el medio MS completo en sales (Figura 8). Las células
en suspension se cultivaron en medio MS con diferentes concentraciones de nitratos y cobre

determinadas por el DF 2 (Tabla 8), los cultivos se detuvieron, cosecharon y analizaron al
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cabo de los 14 dias de cultivo, registrando el peso de la biomasa desarrollada y el contenido
de los compuestos activos. El efecto de ambos nutrientes y su interaccién fueron
significativos para el crecimiento de la suspension celular (o < 0.01). El efecto negativo de los
nitratos totales y el efecto positivo del cobre indican que, de manera independiente un
nutriente del otro o en combinacién, los niveles de nitratos totales deben reducirse y el cobre
debe incrementar para optimizar el crecimiento de la suspension celular, de acuerdo con la
ecuacion ¥; = 18.98 — 2.79X; + 0.49X, — 0.59X, X,. Los mayores valores de las biomasas, en
su concentracion maxima, se obtuvieron con 13.7 mM de nitratos totales en combinacion con

1 uM de cobre (niveles -1, +1).

Con este modelo fue posible determinar las concentraciones de nitratos totales y cobre que
podrian definir las concentraciones Optimas para el crecimiento de las células en suspension
(Y1), para completar el DCC con cinco (-1.41, -1, 0, +1 y +1.41) niveles codificados (Tabla 9).
Los coeficientes del modelo del DCC indicaron que la concentracion total de nitratos deberia
disminuir y que la concentracion de cobre aumentar de manera independiente en el medio de
cultivo o combinados (o < 0.01) para favorecer el crecimiento celular de acuerdo con la
ecuacion ¥; = 18.05 — 1.8X; + 0.63X, — 0.6X, X, + 1.06X? — 0.98X2. El punto de inflexion para
optimizar el crecimiento evaluado como biomasa maxima se obtuvo con 13.7 mM de nitratos

totales en combinacion con 1 uM cobre (Tabla 9, Figura 9).
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Tabla 8. Produccién de biomasa maxima, escopoletina y 3-O-8-D-glucésido de quercetina en la suspension celular de Tilia

americana var. mexicana después de 14 dias de cultivo y los coeficientes obtenidos en el DF 2,

X1 X, NOs Cu?* Biomasa maxima Escopoletina 3-O-B-D-glucdsido de quercetina
(NO3) (Cu™) (mM)  (uMm) (gps L) MgLY) (kg grsh (hg LY (Mg gps™)
) 1 41.1 0.01 16.53  0.33 86.31+2.23 635+ 049 44545+ 16.71 26.70 + 1.07
1 1 13.7 0.01 20.91 % 0.97 187.04+11.16 1027 +0.79  626.98 + 62.12 28.60 + 1.95
+1 1 41.1 1 16.31 % 0.86 103.01+10.39 835+1.03  269.22 + 24.96 23.88 +2.76
1 +1 13.7 1 23.07  0.68 256.98 +11.13 10.89+0.76  606.01 + 63.37 26.43 + 2.26
0 0 Mezd7'°4MS Comoplleto 18.05 + 0.09 182.23+21.73 10.70+0.73  511.53 + 40.34 25.81 +0.79
Coeficientes (modelo lineal)
Bo 18.98 163.11 9.31 491.84 26.28
B1 (NO3) -2.79% -63.66** -1.62 ** -129.60** -1.10%*
B, (Cu™) 0.49% 21.68* 0.66** -49.31%* 1,240
B1, (NO5,CU>) -0.59%* -13.20%* 0.35 -38.81%* -0.17

Los valores de los coeficientes fueron significativamente diferentes cuando fueron seguidos por ** (p <0.01).
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Tabla 9. Matriz del DCC usada para el analisis del contenido de nitratos totales y cobre en el medio MS para la produccién de

escopoletina y 3-O-B-D-glucésido de quercetina en el cultivo de células en suspensién de Tilia americana var. mexicana.

) 2+ Biomasa Escopoletina 3-O-B-D-glucosido de quercetina
X X, NOs  Cu maxima
(NO5) ~ (Cu™)  (mM) (M) (7 ) (Hg Ges ™) (Hg L) (Hg s ™) (Mg L)
+1 -1 41.1 0.01 16.53+0.33 6.35 + 0.49 86.31+2.23 26.70 + 1.07 445.45 +16.71
-1 -1 13.7 0.01 20.91+0.97 10.27 +0.8 187.04 + 11.16 28.57 +1.95 626.98 + 62.12
+1 +1 41.1 1 16.31+0.86  8.35+1.026 103.01 + 10.39 23.88£2.76 269.22 + 24.96
-1 +1 13.7 1 23.07+0.68 10.89+0.76 256.98 + 11.13 26.43 £ 2.26 606.01 + 63.37
0 0 27'\/'fd'° Mg 1 18.05+0.09  10.70+0.73 182.23 +21.73 25.81 +0.80 511.53 + 40.34
0 -1.414 27.4 0 13.95+0.33  10.77+3.19 140.43 + 31.83 32.38+2.11 431.90 + 37.43
0 +1.414 27.4 1.2 16.13+0.80  28.78 +4.29 526.91 + 62.35 21.09 +2.42 377.88 +33.11
-1.414 0 8.03 0.1 20.28+0.23  13.36+2.01 314.83 + 30.39 66.14 + 4.77 1512.15 + 129.60
+1.414 0 46.77 0.1 17.97 £ 0.27 9.83+1.12 293.62 + 60.96 33.51+3.41 606.03 + 37.80
Coeficientes (modelo cuadratico)
Bo 18.05 10.69 182.23 25.81 511.53
B1 (NO3) -1.8% -1.432*%* -35.6** -6.32** -224.98**
B2 (Cu™) 0.63** 3.51% 79.16** -2.62** -34.21
B1. (NO5,Cu*") -0.6 0.35 -13.29 -0.17 -38.81
Br1 (NO3)? 1.06** -1.23 20.84 9.04** 212.48**
B, (Cu*"? -0.98** 2.86** -35.6 -2.51 -114.71**

Los valores de los coeficientes fueron significativamente diferentes cuando fueron seguidos por ** (p <0.01).
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Figura 9. Superficies de respuesta de a) produccion de biomasa maxima, b) rendimiento

de escopoletina y c) rendimiento de 3-O-B-D-glucésido de quercetina en el Disefio

Compuesto Central en los cultivos de células en suspension de Tilia americana var.

mexicana.
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Morfolégicamente, las células en suspension de T. americana var. mexicana crecieron en
pequefios agregados (< 5mm) multicelulares de coloracion café claro (Figura 10a), las
células presentaron caracteristicas similares cuando fueron cultivadas en medio MS sin
cobre (Fig. 10b); cuando la concentracion de nitratos se incrementd presentaron
coloracién café oscuro (Fig. 10c); color amarillo claro cuando se incrementé el cobre (Fig.
10d); y verde grisdceo cuando se redujo la concentracion de nitratos totales (Fig. 10e).
Basado en la hipétesis del balance C/N, el cambio de coloracion y el incremento en la
biomasa maxima que ocurre en el medio MS con reduccion del contenido de nitratos
totales (Fig. 10e), podria deberse a la sintesis de compuestos carbonados como los
fendlicos, por incremento en la formacion de aglomerados celulares debido
probablemente a la lignificacién de la pared celular (Fritz et al., 2006). El cambio en las
caracteristicas celulares causadas por incremento de cobre (Fig. 10d) podria deberse a
las interacciones entre este metal y los grupos hidroxilo de la lignina y la celulosa en la
pared celular, las cuales podrian crear condiciones desfavorables para el crecimiento
celular (Chen et al., 2004).

Figura 10. Efecto del contenido total de nitratos y cobre en el medio MS probado en el

DCC en el crecimiento de la suspension celular: a) 27.4 mM NOg, 0.1 uM Cu?*; b) 27.4
mM NOg, 0 pM Cu?"; ¢) 46.77 mM NOg, 0.1 pM Cu®"; d) 27.4 mM NOg3, 1.2 uM Cu*; e)
8.03 mM NOg’, 0.01 uM Cu?.
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8.2 Produccion de escopoletinay 3-O-B-D-glucésido de quercetina

Los extractos metandlicos de los callos desarrollados con 2.0 g L™ de 2,4-Dy 0.5 mg L™
de KIN y la biomasa de células en suspensién mostraron un perfil quimico similar al ser
analizadas por CCF y CLAR. La presencia de la escopoletina y 3-O-B-D-glucésido de
quercetina en el extracto metandlico de las células en suspensiéon fue confirmado por la
comparacion de los tiempos de retencion, espectros de absorcion y coelusién con
estandares (Figura 11). La produccion de ambos compuestos estuvo asociada al
crecimiento (Figura 8) y la mayor concentracion se obtuvo al alcanzar la biomasa maxima
durante la fase de mantenimiento. La méxima produccién de ambos compuestos a los 14
dias fue de 669.15 pg L™* para 3-O-B-D-glucésido de quercetina y de 394.78 pg L™ para
escopoletina, siendo de los dos, el 3-O-8-D-glucdsido de quercetina el compuesto

mayoritario.

0104

008

006 Compound 1
o
w0 Compound 2
0.044 o l
)
01024 )

0.00

e

T
0.00 2.00

010+

T T T T T T T
12.00 14.00 16.00 16.00 20.00 22.00 24 .00

Minutes

Quercetin 3-p-D-glucoside (1)
Scopoletin (2) bo7 5

Ri-933min (1)

Ri=112min2)

0.03

933

11.207

0 .05

8.286

0.044

0.02

20000 30000 40000 50000
nm

~

T T T
2000 22.00 24 .00

0.00 T b T T

T T T T
1200 14.00 16.00 18.00

Minutes

T
10.00

Figura 11. Cromatogramas y espectros de absorcién obtenidos de escopoletina y 3-O-g-
D-glucosido de quercetina en (a) el extracto metandlico del cultivo de células en
suspension de Tilia americana var. mexicana y (b) en el extracto metandlico con

estandares.
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Dado que la produccién de ambos compuestos estuvo asociada al crecimiento, el efecto
de las concentraciones de nitratos totales y cobre fue evaluado a los 14 dias de cultivo en
los experimentos del DF 2. De acuerdo con el ANOVA la produccion (ug L™ de
escopoletina (o < 0.01) y 3-O-B-D-glucosido de quercetina (o < 0.01) fue maximizada por
el efecto combinado de ambos nutrientes. Para optimizar la produccion de la escopoletina,
similar al crecimiento celular, la concentracion de nitratos totales debi6 reducirse y la de
cobre incrementar independientemente uno del otro en el medio de culivo o en
combinacion, de acuerdo con la ecuacion Y, = 163.11 — 63.66X; + 21.68X, — 13.29X, X,;
mientras que para la produccién de 3-O-8-D-glucdsido de quercetina las concentraciones
de nitratos y cobre deben disminuir por si solos o en combinacién, de acuerdo con la
ecuacion Y; = 491.84 — 129.60X; — 49.31X, — 38.81X, X, (Tabla 8).

Para evaluar el efecto de ambos elicitores en la produccion de escopoletina y 3-O--D-
glucésido de quercetina, los rendimientos (ug ges’) de cada compuesto de los
experimentos del DF 2X fueron comparados (Tabla 8). De acuerdo con los valores de los
coeficientes B del ANOVA (p < 0.01) y la ecuacion Y, =9.31—1.62X; + 0.66X, +
0.35X;X,, los rendimientos de escopoletina pueden ser optimizados por un efecto
independiente de la reduccién de nitratos totales e incremento de las concentraciones de
cobre (Tabla 8). Cuando se compararon los rendimientos del 3-O-B-D-glucésido de
guercetina, el ANOVA mostr6 un efecto significativo (o < 0.01) en la reduccién de ambos
nutrientes de acuerdo con la ecuacién Y; = 26.28 — 1.10X; — 1.24X, — 0.17X, X, (Tabla 8).
Para conocer si la produccion de ambos compuestos fue favorecida por la estimulacion
abidtica, los rendimientos de escopoletina y 3-O-8-D-glucésido de quercetina también
fueron comparados con un ANOVA y una post-prueba de Tukey (o < 0.05). Los mayores
rendimientos de escopoletina y 3-O-8-D-glucésido de quercetina se obtuvieron con 27.4
mM y 13.7 mM de nitratos totales (Tabla 10); ademas, con la concentracién de 13.7 mM
de NO3 con 0.01 pM de Cu," y 13.7 mM de NO;z y 1 pM de Cu?" el crecimiento celular
incrementd 16% y 28% respectivamente, ambas combinaciones en relacion al medio MS
completo (Tabla 8). Lo anterior implica una ventaja en la produccion de los compuestos,
dado que al incrementar la biomasa se incrementa de igual forma dicha produccién, como
se muestra en los datos de rendimiento (Tabla 10). Las concentraciones de cobre
evaluadas no mostraron efectos significativos (o > 0.05) en los rendimientos de

produccion de ambos activos.
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Tabla 10. Efecto de las concentraciones de nitratos totales y cobre en los rendimientos de
produccion de escopoletina y 3-O-B-D-glucésido de quercetina en las suspensiones

celulares de Tilia americana var. mexicana después de 14 dias de cultivo.

3-0-B-D-
X1 X5 NOs Cu® Escopoletina glucésido de
(NO3) (Cu®) (mM) (UM) (Mg grs™) quercetina
-1
(Ug gps ™)
+1 -1 41.1 0.01 6.35+0.49 26.70 £ 1.07
-1 -1 13.7 0.01 10.27 £ 0.79** 28.60 + 1.95**
+1 +1 41.1 1 8.35+1.03 23.88 + 2.76
-1 +1 13.7 1 10.89 + 0.76** 26.43 + 2.26**
Medio MS - -
0 0 74 0.1 10.69 +£0.73 25.81 +£0.79

Los valores con ** fueron significativamente distintos de acuerdo con la post-prueba de
Tukey (escopoletina: F = 4.71, p < 0.05; Tukeypos = 3.52; 3-O-8-D-glucésido de quercetina:
Fritratos totales = 4-22, p < 0.05, Feopre = 10.12, p < 0.01, Tukeyg o5 = 3.52).

Con el objetivo de mejorar los rendimientos en la produccion de escopoletina y 3-O-3-D-
glucésido de quercetina, el DCC se completdé con un Disefio en Estrella (DE) con los
puntos —-1.414, 0, +1.414 para el analisis de los compuestos en los extractos de las
biomasas de las suspensiones celulares a los 14 dias de cultivo. Los coeficientes del
modelo del DCC indicaron que la concentracion de nitratos totales debe reducirse y/o la
concentracion de cobre incrementar independientemente (o < 0.01), para favorecer la

produccién de escopoletina (Tabla 9, Figura 9b).

Por el contrario, para favorecer la produccion del 3-O-B-D-glucésido de quercetina, las
concentraciones de nitratos totales y cobre deben reducirse de manera independiente una
de otra en el medio de cultivo (Tabla 9, Figura 9¢). La méxima produccion de escopoletina
(incremento de aproximadamente 3 veces) se obtuvo con 27.4 mM de nitratos totales y
1.2 puM de cobre. Para el 3-O-B-D-glucésido de quercetina (incremento de
aproximadamente 3 veces con respecto a la produccion en medio MS completo) las
mejores condiciones fueron 8.03 mM de nitratos totales y 0.1 uM de cobre (Tabla 9). El
contenido de nitratos totales y cobre que favorece la produccion de escopoletina y 3-O-3-

D-glucosido de quercetina afectd el crecimiento celular de la suspension celular de T.
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americana var. mexicana; la mejor condicion para su crecimiento fue con 13.7 mM de
nitratos totales y 1 UM de cobre (Tabla 9, Figura 9a).

Existen reportes de la produccion de metabolitos secundarios en cultivos de células en
suspension de plantas estimuladas con elicitores abidticos como la modificacion de la
fuente de nitrégeno o con cobre, pero existen pocos reportes en los cuales ambos
nutrientes fueron modificados al mismo tiempo. Un ejemplo de la modificacion de ambos
factores fue mostrado en el cultivo de células en suspension de Sphaeralcea angustifolia.
La produccion de escopoletina por los cultivos de T. americana var. mexicana (394.78 ug
L™) es mayor que la producida en los cultivos de S. angustifolia (6.38 pg L™) en matraces
agitados crecidos en medio MS completo. Similar a los resultados obtenidos en este
trabajo, la reduccién del contenido de nitratos totales (2.74 mM) y el incremento de cobre
(2 pM) estimulé también la produccién de escopoletina (654 ug L™) en la biomasa de S.
angustifolia. Contenidos de 2.42 mM de NO5 con 1.81 pM de Cu?* fueron reportados para
la produccion méaxima acumulacion de cumarinas tomentina y escopoletina (227.5 pg L™
en cultivos de células en suspension de S. angustifolia, mientras que para &cido
sphaeralcico (1.42 mg L™ con 1.37 mM de NOs y 1 pM de Cu®" con sin afectar el
crecimiento celular (Pérez-Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2016; Pérez-
Hernandez et al., 2019). Por otro lado, la modificacion del contenido de cobre en el medio
de cultivo MS (variando las concentraciones de 5, 10 y 50 uM de CuSQ,) en cultivos de
células en suspension de Angelica archangelica estimulé la producciéon de escopoletina
con un efecto dosis dependiente (Siatka et al.,, 2017) sin afectar el crecimiento de la
suspension celular. Estos resultados son similares a los obtenidos con incrementos de
cobre a 1.2 uM, independientemente de la concentracion de nitratos totales, para la
produccion de escopoletina por las suspensiones celulares de T. americana var. mexicana
donde el crecimiento celular no se afect6 considerablemente.

La produccién de escopoletina y otras cumarinas también se ha logrado en cultivos in vitro
de diferentes especies de plantas como Ammi majus (Staniszewska et al., 2003) con el
uso de elicitores (p. ej. el S-metil-éster del 4cido1,2,3-benzotiadiazol-7-carbotioico (BION®)
y con el lisado de Enterobacter sakazaki). La escopoletina fue identificada en los cultivos
de callos derivados de explantes de hipocétilos de plantulas de A. majus, el elicitor mas
efectivo para incrementar su produccion fue el lisado de E. sakazaki. Por otra parte,
Siatka y Reichling (2000) reportaron el incremento de 12 veces en la acumulacion de
escopoletina en cultivos de células en suspension de Archangelica officinalis elicitada con

Fusarium oxysporum en comparacion con el control (0.2 mg mL™).
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La produccién de 3-O-8-D-glucésido de quercetina en la suspensién celular de T.
americana var. mexicana se increment6 cuando fue cultivada en medio MS con 8.03 mM
de nitratos totales y 0.1 uM de cobre; un incremento en la concentracion del metal
disminuy6 la produccién de este flavonoide. En cultivos de células en suspension de
Pueraria candollei var. candollei y Pueraria candollei var. mirifica, el incremento de 5
veces (0.5 a 2.5 uM de cobre) en la concentracion del nutriente en el medio de cultivo
produjo una ligera acumulacion de isoflavonoides totales en la fase estacionaria de ambos
cultivos, debido posiblemente a la induccion por el cobre (Korsangruang et al. 2010). Un
efecto similar fue observado en el incremento de la produccién de gingendsidos en raices
de Panax ginseng al incrementar el contenido de cobre de 5 a 25 uM en un cultivo de

células en suspension a nivel biorreactor (Ali et al., 2006).

Existen, en nuestro conocimiento, pocos trabajos dedicados a la produccién de 3-O-8-D-
glucésido de quercetina en cultivos de células en suspension. Dichos trabajos estan
orientados principalmente a la bioconversién de quercetina a glicosil-ésteres por la enzima
glicosiltransferasa en cultivos in vitro de Vitis sp., Ipomea batata y Crocus sativum. Entre
los flavonoides obtenidos por bioconversion estan el 3-O-B-D-glucésido de quercetina
(Kodama et al., 1990; Kokubo et al., 1991).

Por otra parte, los cultivos de células en suspension de T. americana var. mexicana
empleados en este trabajo no produjeron el compuesto ansiolitico tilirdsido identificado en
hojas e inflorescencias. La producciéon de este flavonoide (88.24 pg ges') se reportd
recientemente en callos de T. americana var. mexicana establecidos a partir de yemas
apicales cultivadas en medio MS con 0.005 mg L™ de TDZ en combinacién con 0.1 mg L™
de AIB (Flores-Sanchez et al., 2019). Por el contrario, el contenido de escopoletina (10.89
Hg ges™) que reportamos en los cultivos en suspension en el tratamiento correspondiente
al punto central (0,0) del DCC, fue similar al detectado en callos de yemas apicales (7.64
Hg ges’), mientras que para el mismo tratamiento el contenido de 3-O-B-D-glucésido de
quercetina (25.81 pg ges™) fue menor al reportado para el mismo cultivo de callos (115.86
Mg Ops?). La diferencia en el perfil quimico podria deberse a los reguladores del
crecimiento empleados para la generacion de callos, asi como al origen del explante,
implicando la expresion de factores genéticos, ontogenéticos y morfogenéticos (Flores-
Sanchez et al., 2019; Yang et al., 2018).
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8.2.1 Produccion de biomasa y compuestos activos en cultivos de células en
suspension en lote de T. americana var. mexicana en las condiciones nutricionales

determinadas con la MSR

Las condiciones nutricionales determinadas como 6ptimas en el estudio de MSR (DF 2y
DCC) para la produccién de escopoletina (27.4 mM nitratos, 1.2 uM cobre) y 3-O-8-D-
glucésido de quercetina (8.03 mM nitratos, 0.1 uM cobre) se evaluaron en cultivos en lote
durante 21 dias.
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Figura 12. Cinéticas de produccion de biomasa en las condiciones nutricionales
determinadas con la MSR para la produccién de escopoletina y 3-O-8-D-glucésido de

quercetina y en el medio MS completo en sales.

Las curvas de crecimiento presentaron un comportamiento sigmoideo similar. En las
suspensiones celulares cultivadas en medio MS con el contenido de cobre incrementado
a 1.2 uM, la fase de adaptacion se prolongé a 5 dias de cultivo (Figura 12), posiblemente
por la interaccion del cobre con los grupos hidroxilo de la lignina y la celulosa de la pared
celular, que favorecieron la formacién de agregados celulares como mecanismo de
proteccién celular (Chet et al., 2004). La fase de crecimiento logaritmico dur6 hasta los 16

dias alcanzando después la fase de crecimiento estacionario. En las suspensiones
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celulares cultivadas con el contenido de nitrato total reducido a 8.03 mM, el patrén de
crecimiento fue similar al presentado por la suspension desarrollada en medio MS
completo, aunque en este caso (8.03 mM de nitrato total) se observd un incremento del
12.6% en la biomasa respecto a la obtenida en el experimento control (MS completo).

Los tiempos en los cuales se alcanz6 la biomasa maxima fueron distintos entre cada
condicion, lograndose en 14 dias en el medio MS completo en sales y en 16 dias en los
tratamientos con 8.03 mM nitratos y 0.1 uM cobre y 27.4 mM nitratos y 1.2 uM cobre,

respectivamente sin embargo la produccién de biomasa en estos dias fue similar.

Los pardmetros cinéticos de crecimiento obtenidos en los experimentos con cada
condicién experimental se compararon mediante un ANOVA simple, y los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 11. Los valores de biomasa maxima (Bns), indice de
crecimiento (Ic) y rendimiento (Y) no presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados; sin embargo, en los valores de las velocidades especificas de
crecimiento maximas (Umax) Y tiempos de duplicacion (tg) si existieron diferencias
significativas. En el medio MS formulado con los elicitores abiétios a una concentracién de
27.4 mM de nitratos totales y 1.2 uM de cobre, se observd un efecto significativo
Unicamente sobre la biomasa. En este caso, la biomasa se desarroll6 mas rapido en la
fase de crecimiento exponencial, y de igual forma el tiempo de duplicacion se redujo
(Tabla 11). En general estos elicitores no afectaron el comportamiento cinético de la
biomasa, en los tres tratamientos no se observo un decremento inesperado o muerte de la

suspension celular a lo largo del periodo de cultivo.

Tabla 11. Parametros cinéticos de crecimiento de los cultivos de células en suspensién en

lote en las condiciones nutricionales determinadas con la MSR y en el medio MS completo

en sales.
Parametros Tratamientos
cinéticos 27.4 mM N(;g’, 27.4mM N(2+3', 8.03 mM N(gf',
0.1 uM Cu 1.2 uyM Cu 0.1 uM Cu

Bmax (Ops L) 17.86 + 3.57 17.83 + 1.05 19.39 + 1.25

Ic 481 +0.88 538+19 5.06 £ 0.45

Y (9ps Osacarosa ) 0.64 +0.07 0.59 +0.04 0.65 + 0.04

Hmax (A7) 0.11£0.01 0.17 £ 0.03** 0.12+0.01

ty (d) 6.60 + 0.78 4.14 + 0.6** 5.74 + 0.56

Los valores con ** fueron significativamente distintos de acuerdo con la prueba de
Tukey (Umax: F =10.04, p<0.05;Tukeygos = 0.045; ty: F=11.02, p<0.01; Tukeyqos =
1.631).
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La produccion de glucésido de quercetina en la suspension celular cultivada en el medio
MS con 8.03 mM NO; y 0.1 uM Cu®" estuvo asociado al crecimiento celular. Tal como se
determind en la cinética de produccion de activos en el medio MS basal, el glucésido de
quercetina es un metabolito secundario constitutivo producido por las células en
suspension de T. americana var. mexicana (ver Figura 9). Por el contrario, en las
condiciones de estimulacién con 27.4 mM NO;* y 1.2 uM Cu®, la produccién de
escopoletina se indujo durante la fase de crecimiento logaritmico (7-19 dias) y al alcanzar
la fase estacionaria de crecimiento (Figura 13).
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Figura 13. Cinéticas de produccién de escopoletina y 3-O-B-D-glucésido de quercetina en

los mejores tratamientos elegidos con la MSR y su comparacion con el medio MS basal.

La méxima produccion y los rendimientos maximos de los compuestos en las condiciones
nutricionales determinadas en el DCC (14 dias) y en las cinéticas en lote (19 dias), se
compararon con los obtenidos en el medio MS completo (14 dias) empleando un ANOVA
(Tabla 12). Como se mencioné anteriormente, la mayor produccion de escopoletina
obtenida en el DCC no es significativamente superior al determinado en el medio MS
completo.
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En cambio, la produccién de 3-O-B-D-glucésido de quercetina fue significativamente
incrementada al reducir el contenido de nitrato total en el medio MS a 8.03 mM. Los
valores obtenidos con el andlisis del modelo estadistico de la MSR confirman el 6ptimo
crecimiento de la suspensién celular y de la estimulacion en la produccion del 3-O--D-
glucésido de quercetina por el cultivo de células en suspension de T. americana var.
mexicana. Estas condiciones de cultivo permitirian establecer un bioproceso a partir de la
estimulacion abidtica del cultivo in vitro, con la modificacion de las concentraciones de
nitratos totales y cobre para la produccién de biomasa. Y posteriormente dirigirlo a la
produccion de escopoletina o de 3-O-B-D-gucésido de quercetina, con las mejores
formulaciones de medios de cultivo determinados por el disefio estadistico de la MSR
para cada uno de los compuestos activos. Este bioproceso podria ser escalado a nivel
biorreactor y planta piloto para la produccién de los compuestos de interés, hasta llegar a

industrializar el bioproceso.

Tabla 12. Produccién de compuestos activos en el medio MS completo en sales y en los

mejores medios obtenidos con la MSR.

Tratamientos

Produccién de 27.4 mM NOg, 27.4 mM NOg, 8.03 mM NOg3,
compuestos 0.1 pM Cu? 1.2 yM Cu? 0.1 pM Cu?
14 dias 14 dias 19 dias 14 dias 19 dias
394.78 +
: -1 BA 567.55 + 299.05 +
Escopoletina (ug L) 167.22 66.07" 29 748 NA NA
3-0-B-D-glucdsido de c 1612.45+ 1283.06
quercetina (g L) 947.70 + 14.43 NA NA 8073  196.81°
; 18.28 312+  16.78+
Escopoletina (ug ges ) 7.26 415" 1.48° NA NA
‘s 44.95
3-0O-B-D-glucésido de +315° NA NA 69.95 + 68.38 +

quercetina (ug gps ) 2.73" 9.71%

Valores con letras distintas fueron significativamente distintos de acuerdo con la prueba de Tukey
(escopoletina: F = 5.02, p<0.05, Tukeypos = 4.334; glucésido de quercetina: F = 21.87, p<0.01,
Tukeypos = 4.339; rendimiento escopoletina: F = 7.85, p<0.05, Tukeyyos = 12.278; rendimiento
glucosido de quercetina: F = 15.81, p<0.01, Tukeyy s = 15.281). NA: no analizado.
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8.3 Extracto metandlico y fracciones activas del cultivo de células en suspensién de

T. americana var. mexicana

Del extracto metandlico (TaM) de la biomasa de células en suspension de T. americana
var. mexicana se obtuvo un rendimiento del 18.5%, porcentaje que se encuentra dentro
de los rendimientos reportados para los extractos metandlicos de suspensiones celulares
de otras especies como Buddleja cordata (Guitérrez-Rebolledo et al., 2018), Waltheria
americana (Mundo et al., 2017), Hypericum perforatum (Pasqua et al., 2003) y Aristolochia
manshuriensis (Bulgakov et al., 1996).

Las fracciones resultantes de la separacion del extracto TaM se analizaron por CCF y se
compararon con estandares de compuestos de tipo fendlico (cumarinas escopoletina,
esculina, esculetina y el flavonoide 3-O-B-D-glucésido de quercetina). Se observaron
compuestos con fluorescencia bajo luz UV de onda larga (A = 365 nm) y un rf similar al de
los estandares de referencia en todas las fracciones. En la fraccion TaM-2 eluida en el
sistema 9:1 H,O:CH3CN en silica gel (Figura 14-A2), se observaron compuestos con un rf

similar al de escopoletina (rf =0.88) y esculina (rf =0.42).

Del fraccionamiento quimico de la fraccion TaM-2 (2.1 g, columna 2) se obtuvieron 17
subfracciones (ver Tabla 5), cuyo analisis por CCF mostré la presencia de compuestos de
posible naturaleza cumarinica en las subfracciones TaMC2-5 (subfracciones 21 a 23),
TaMC2-9 (subfraccion 30) y TaMC2-13 (subfraccion 37 a 43). Las subfracciones TaMC2-5
y TaMC2-9 presentaron compuestos con valores de rf (0.4 y 0.49) y fluorescencia bajo luz
UV de onda larga (A= 365 nm, Figura 15) similares a los de esculetina (rf = 0.29) y
esculina (0.45), y la subfraccion TaMC2-13 un compuesto (rf = 0.12) similar a la

escopoletina (rf = 0.13).
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Figura 14. Cromatoplacas de silica gel (A) y silica gel RP-18 (B) de las fracciones del
extracto metandlico TaM de la biomasa de células en suspension de T. americana var.
mexicana observadas a A = 254 nm (1) y A = 365 nm (2). Sistemas de elucién: A)
CH,Cl,:CH30OH (7:3) y B) H,O:CH3;CN (5:5). Estandares de esculetina (Et), esculina (El),
escopoletina (Ep) y 3-O-B-D-glucésido de quercetina (GQ). 1: fraccion TaM-1, H,O
(100%); 2: fraccion TaM-2, H,O:CHsCN (9:1); 3: fraccion TaM-3, H,O:CHs;CN (8:2); 4:
fraccion TaM-4, H,O:CH3CN (7:3); 5: fraccién TaM-5, H,O:CH3CN (5:5); 6: fraccion TaM-6,
HZO:CH?,CN (37)

Et El Ep Ref 20 21 22 23 24 25 Et EI Ep Ref26 27 28 29 30 31 Et El Ep Ref 37 38 39 40 41 42 43

Figura 15. Cromatoplacas de silica gel RP-18 con las subfracciones obtenidas de la
fraccion TaM2 observadas a A = 365 nm. Sistema de elucion H,O:CH;CN (7:3).
Estandares de esculetina (Et), esculina (El), escopoletina (Ep). Ref: Referencia de la
fraccion TaM-2; A): fracciones TaMC2-4, TaMC2-5 y TaMC2-6 (alicuotas 20 a 25) eluidas
con el sistema H,O:CH;CN (9:1); B) fraccibn TaMC2-7 (alicuotas 26 a 28) eluida con
H,O:CH3CN (9:1) y fracciones TaMC2-8 (alicuota 29), TaMC2-9 (30) y TaMC2-10 (31)
eluidas con H,O:CH3CN (85:15); C) fraccion TaMC2-13 (alicuotas 37 a 43) eluida con
H,O:CH3CN (80:20).
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8.3.1 Identificacion de esculina y esculetina en las fracciones derivadas del extracto
metanolico TaM

El andlisis por CLAR de la fraccion TaMC2-5 (51.8 mg) obtenida del fraccionamiento de la
subfraccién TaM-2 derivada extracto metandlico TaM (ver Tabla 5), permitié conocer que
dicha fraccion estd conformada por lo menos por dos compuestos con tiempos de
retencién de 8.5y 9.1 min. La comparacion de los espectros de UV y méximas longitudes
de onda de absorcién (AL = 335 y 347 nm, respectivamente) con los estandares
comerciales de esculina, esculetina y escopoletina (A, = 336, 344 y 339 nm,
respectivamente), asi como de sus tiempos de retencion (tr = 8.5, 9.07 y 10.1 min,
respectivamente) permitieron identificar que las sefiales presentes en dicha fraccion

corresponden a las cumarinas conocidas como esculina y esculetina (Figura 16).

En el cromatograma de la fraccion TaMC2-9 (16.6 mg, ver Tabla 5), se observé la
presencia de cinco sefiales con tiempos de retencién que van de los 8.6 a 9.4 min.
Aquellas pertenecientes a los compuestos 3 y 6 (tr = 8.6 y 9.2 min) fueron comparadas
con las de los compuestos 1 (esculina) y 2 (esculetina) de la fraccion TaMC2-5,
encontrando semejanza entre ellas por los espectros de UV y longitud de onda de maxima
absorcion (A = 343 y 345 nm), por lo que los compuestos que integran ambas fracciones
corresponden a la esculina y la esculetina. En la fraccion TaMC2-13 (229.4 mg) se
observaron dos sefiales (tr = 8.6 y 10.2 min), encontrando que el compuesto 9 (A = 206,

226, 310 nm) corresponde a la escopoletina (Figura 17).
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Figura 16. Cromatogramas y espectros de absorcidén de los compuestos identificados en

la fraccion TaMC2-5 (a) y de los estandares comerciales esculina (b), esculetina (c) y

escopoletina (d) observados a A = 344 nm.
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Figura 17. Cromatogramas y espectros de absorcién de los compuestos identificados en

las subfracciones derivadas de la fraccion TaM-2 analizadas por CLAR: a) TaMC2-5, b)
TaMC2-9, ¢) TaMC2-13.
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8.3.2 Identificacién de escopoletina en la subfraccion TaMC2-13

El cromatograma obtenido por CLAR de la subfraccion TaMC2-13 mostré una mezcla de
compuestos: el compuesto mayoritario fue el 8, aun sin identificar. El tiempo de retencién
(tr = 10.2 min) y espectro de UV (A = 206.3, 226.3, 310.1 nm) del compuesto 9 se
compararon con los del estandar de escopoletina, (tr = 10.13 min, A = 229.8, 297, 339.8
nm). De la purificacion de esta subfraccion (43.9 mg) mediante particion con agua y
diclorometano, el anélisis por CLAR de la fase orgénica (TaMC2D, 2 mg mL™) confirmé la
presencia de escopoletina (A = 343.4 nm, tr = 10.17min, Figura 18a); mientras que en la
fase de acetato de etilo (TaMC2ACOoEt) se identificé por CLAR un compuesto con A =

280.5 nm y tiempo de retencién de 8.66 min (Figura 18b), que no fue identificado.
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Figura 18. Cromatogramas y espectro de absorcion de las subfracciones (a) TaMC2D y
(b) TaMC2ACOoEt observados a 344 y 330 nm, respectivamente.

El resto de la subfraccion TaMC2-13 (185.5 mg) se particion6 con un sistema 50:50
H,O:CH,Cl,; del proceso de purificacion de la subfraccion TaMC2D2 (29.3 mg) se
obtuvieron 9 fracciones eluidas. El analisis por CCF antes de su reunién demostro la
presencia de escopoletina (rf = 0.78) en las alicuotas 1y 2 (rf = 0.76, TaMC2D2-1) y un
compuesto (rf = 0.66, TaMC2D2-3) cuya fluorescencia bajo luz UV de onda larga es

similar al de esculetina, (rf = 0.68) y eluye en las alicuotas 7y 8 (Figura 19).
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Ep EI Et Ref 1 2 7 8 Ep EI Et Ref 1 2 7 8

Figura 19. Cromatoplaca de fase normal de las fracciones obtenidas de la fraccion
TaMC2D2 observadas a 254 nm (A) y 365 nm (B). Sistema de elucion CH,Cl,:MeOH
(9:1). Estandares de escopoletina (Ep), esculina (El), esculetina (Et). Ref: referencia de la
subfraccibn TaMC2D2. 1 y 2: fracciones eluidas con CH,Cl, (100%); 7 y 8: fracciones
eluidas con CH,Cl, (100%) y CH,Cl,:MeOH (95:5) respectivamente.

Una vez reunidas, las subfracciones obtenidas de la TaMC2D2 se analizaron por CLAR
(ver Tabla 7). La escopoletina se observo en la subfraccion TaMC2D2-1 (tr = 10.22 min, A
= 344 nm); la fraccion TaMC2D2-3 esta integrada por cuatro compuestos cuyos tiempos
de retencién van de los 9.7 a los 13.7 min, y sus espectros de UV son caracteristicos de
compuestos derivados del acido galico; en tanto que, la fraccion TaMC2D2-6 esta
integrada por tres compuestos cuyos tiempos de retenciéon son cercanos entre si (9.88 a
10.35 min), donde el compuesto mayoritario es el compuesto 6, identificado como &cido p-
cumarico al comparar sus respectivos tiempo de retencion y espectro de absorcion UV
(10.15 min, A = 307.7 nm) con los del estdndar comercial (A = 310 nm, tr = 10.22 min;
Figura 20).

En un trabajo preliminar, Gutiérrez-Almanza (2015) reporté la presencia de la escopoletina
en el extracto metandlico de callos derivados de explantes de hoja con la misma
concentracién hormonal que se utilizo en este trabajo (2.0 mg L™ de 2,4-Dy 0.5 mg L™ de
KIN), pero no reportd la presencia del acido p-cumarico. De la misma manera Flores-
Sanchez et al. (2019) identificaron y cuantificaron escopoletina en los extractos
metandlicos de las hojas de estacas obtenidas de arboles silvestres de T. americana var.
mexicana (11.3 + 0.42 ug ges'), contenido que fue similar al cuantificado en callos
derivados de explantes de yemas apicales cultivados con 0.005 mg L™ de TDZ més 0.1
mg L™ de AIB (7.64 + 2.3 ug ges™). El contenido de escopoletina que reportaron fue similar
al obtenido en los tratamientos estimulados con 41.1 mM de NOj en combinacion con
0.01 pM Cu** (6.35 + 0.49 ug ges’) 6 1 pM Cu** (8.35 + 1.026 pg ges '), y mayor en el
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tratamiento con 27.4 mM NOz y 1.2 pM Cu®* (28.78 + 4.29 g ges™, ver Tabla 9) que lo
reportado por Flores-Sanchez et al. (2019) en los callos de yemas apicales y hojas de la
planta. La escopoletina se ha reportado en otras especies de la familia Tiliaceae, como en
hojas y frutos de T. cordata (Manuele et al., 2006).

La escopoletina pertenece a un grupo de cumarinas simples derivadas de 1,2-
benzopironas y originadas a partir de la ruta metabdlica de los fenilpropanoides, en la
cual, el &cido p-cumérico es un intermediario metabdlico sintetizado a partir del acido
cinamico por accién de la enzima cinamato-4-hidroxilasa, y después transformado en
acido cafeico por la enzima cumarato 3-hidroxilasa o bien en acido ferulico por la enzima
acido cafeico 3-O-metiltransferasa; a partir de ambos compuestos se generan diversas
cumarinas (Gnonlonfin et al., 2012). Se sabe, por ejemplo, que en raices de cassava
sometidas a investigaciones de deterioro post-cosecha, la escopoletina se forma
principalmente a partir del acido p-cumarico, el acido cafeico y el acido feralico. Una via
alterna a través del 2’,4’-dihidroxicinamato y umbeliferona llevan a la sintesis de esculina
(6-glucoésido de esculetina) y la esculetina (6,7-dihidroxicumarina) en raices de cassava
(Bayoumi et al., 2008; Gnonlonfin et al., 2012).
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Figura 20. Cromatogramas y espectros de absorciéon de las subfracciones derivadas de
TaMC2D2: (a) TaMC2D2-1, 344 nm; (b) TaMC2D2-3, 310nm; (c) lavado TaMC2D2-6,
310nm; (d) estandar de &acido p-cumarico, A = 310 nm.
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8.3.3 Efecto gastroprotector del extracto metandlico y fracciones del cultivo de

células en suspension de T. americana var. mexicana

La actividad gastroprotectora del extracto metandlico integro y de las fracciones derivadas
TaMC2-5 y TaMC2-9 ricas en cumarinas, se determiné en el modelo murino de Ulceras
inducidas con etanol absoluto. El etanol caus6 edemas, hemorragias, ulceraciones y
erosiones en los estbmagos de los ratones en un 49% (Figura 21b). Los ratones tratados
con el extracto TaM y la fraccion TaMC2-9 presentaron estbmagos con menor area
ulcerada, al compararse con el control negativo, y areas lesionadas inferiores comparadas
con el farmaco famotidina (Tabla 13). Los estdbmagos tratados con el extracto TaM y la
fraccibn TaMC2-9 mostraron menor formacion de lesiones gastricas producidas por la
administraciébn de etanol, observandose zonas con edema en los pliegues del fondo
gastrico (Figura 21cy 21d).

Tabla 13. Efecto gastroprotector del extracto metandlico (TaM) y sus fracciones sobre la

formacion de Ulceras inducidas con etanol en raton.

Porcentaje de Proteccién

Tratamientos indice de ulceracion (%) (%)
Control negativo 49.15+12.90 —
Control positivo 31.83+1.81 32.63 + 3.68*

Extracto TaM 7.80 £ 3.25** 70.14 + 19.33**

Fraccion TaMC2-5 39.70 + 20.26 6.26 + 3.20
Fraccion TaMC2-9 12.77 £ 4.02** 78.27 £ 11.88**

indice de ulceracién: Media + D.E., n = 5, F = 8.83, p > 0.0006, de acuerdo con la prueba de Dunneto s = 2.73;
los datos con ** son estadisticamente diferentes al control negativo.

Porcentaje de proteccion: Media = D.E., n =5, F = 15.25, p > 0.0005, de acuerdo con la prueba de Tukeyo.os =
4.33; los datos con ** mostraron diferencia significativa.

De la misma manera, el efecto gastroprotector determinado en los ratones tratados con el
extracto TaM y la fraccion TAMC2-9 a las dosis evaluadas de 100 mg kg™ y 10 mg kg™,
respectivamente, fue similar entre si. Los estbmagos conservaron su integridad al ser
abiertos por la curvatura mayor, mostraron pocas zonas con inflamacién, sin
hermorragias, observandose areas rosaceas donde la mucosa gastrica no sufri6 dafio
considerable. La alta concentracién de etanol puede corroer directamente los tejidos de la
mucosa gastrica, causando inflamacion aguda, hiperemia, edema, hemorragia, erosion y
ulceracion (Rocco et al., 2014). El etanol puede causar dafio a la mucosa gastrica por

incremento de los factores de dafo de la misma, debilitamiento de los factores de
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protecciébn ademas de sobrecarga de calcio en las células (Lieber, 1997). Por otra parte,
el etanol absorbido por el estbmago es metabolizado en acetaldehido por la alcohol
deshidrogenasa y en radicales libres (EROSs) por la xantina oxidasa, los cuales tienen un
papel muy importante en el proceso de lesion del tejido géstrico (Haorah et al., 2008). Las
EROs incrementan la reaccion de peroxidacion lipidica celular, mientras que las células
endoteliales capilares son dafiadas, causando una mayor permeabilidad (Kwiecien et al.,
2014). El etanol puede causar reacciones de oxidacion en las células, cambio de
permeabilidad mitocondrial y despolarizacion mitocondrial, que acelera la muerte de las
células de la mucosa gastrica (Singh et al., 2014). El efecto gastroprotector mostrado por
ambos tratamientos podria deberse al contenido de compuestos fendlicos; el TaM es rico
en el flavonoide 3-O-B-D-glucdsido de quercetina, ademas de estar integrado por las
cumarinas escopoletina, esculina y esculetina, en tanto que la fraccibn TaMC2-9 esta
integrada por las cumarinas esculina y esculetina. La fraccibn TaMC2-9 también contiene
otros compuestos aun no identificados (Figura 21b). Por el contrario, en la fraccién
TaMC2-5 (Figura 21d) el contenido de esculina y esculetina es menor al de la fraccién

TaMC2-9 y no se observo un efecto gastroprotector importante.

Figura 21. Efecto gastroprotector del extracto metandlico TaM (c) y las fracciones
TaMC2-5 (d) y TaCM2-9 (e) comparados con la famotidina (a) y el vehiculo (b).

En este trabajo se describe por primera vez el efecto gastroptotector del extracto
metandlico de células en suspension de T. americana var. mexicana, especie reportada
en la medicina tradicional para tratar padecimientos asociados a la inflamacién y no existe
informacion respecto a su uso para el tratamiento de Ulceras gastricas. Por tanto, es la
actividad antiinflamatoria que da sustento cientifico a la actividad gastroprotectora de la
planta evaluada en este trabajo, debido a que el proceso ulcerogénico esta asociado con

un proceso inflamatorio, donde pueden participar las EROs, citocinas pro-inflamatorias
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como el factor de necrosis tumoral TNF-a y las interleucinas (IL) IL-1B e IL-6, ademas de
mediadores proinflamatorios como la prostaglandina PGE; y el 6xido nitrico generado por
la 6xido nitrico sintasa inducible (Boron y Boulpaep, 2017; Mahattanadul et al., 2011;
Holzer, 2001; Oh et al., 2001). En un estudio preliminar se evaluaron los extractos
metandlicos de callos derivados de yemas apicales y de hojas de estacas, obtenidas de
arboles silvestres de T. americana var. mexicana en un modelo de edema auricular
inducido con TPA; en este estudio se reportd que dichos extractos fueron capaces de
reducir el edema con una DEs, de 1.73 y 0.38 mg/oreja para el extracto de callos y hojas,
respectivamente (Flores-Sanchez et al., 2019). La actividad antiinflamatoria fue atribuida a
la escopoletina, la cual se ha evaluado en diversos modelos de inflamacion (Pan et al.,
2010).

En un trabajo reportado por Mahattanadul et al. (2011) se evalué el extracto
hidroalcohélico (AFE) de frutos de Morinda citrifolia, identificando escopoletina en el
mismo. El compuesto puro, evaluado a una dosis equivalente a la cuantificada en el
extracto AFE (1 mg/Kg), mostré actividades antisecretoras y antiulcerogénicas similares al
extracto AFE excepto que la escopoletina mostré6 menor actividad procinética. Los autores
concluyeron que la escopoletina puede ser benéfica como agente terapéutico para
enfermedades inflamatorias gastroesofagicas, principalmente a través de sus actividades
procinéticas y antisecretoras, incluyendo una actividad neutralizante de radicales libres y
anti-inflamatoria mediada por citocinas, y gastroprotectora ya que esta cumarina podria
inhibir a la enzima H'/K*-ATPasa, paso final de la secrecion acido-gastrica (Mahattanadul
et al., 2011, Reyes-Chilpa et al., 2006).

Tanto la escopoletina como las cumarinas en general han demostrado poseer actividades
antiinflamatorias, reduciendo el edema en los tejidos debido a diversos estimulos. Por
ejemplo, la escopoletina purificada de los extractos hidroalcohélicos de tallos de Erycibe
obtusifolia demostr6 efecto antiartritico via intraperitoneal a las concentraciones de 50 y
10 mg kg® en ratas. Las cumarinas poseen actividad antioxidante y la ya mencionada
habilidad de eliminar radicales peroxilo. Ademas, las cumarinas afectan las vias de
biosintesis de prostaglandinas y acidos hidroperoxieicosatetranoicos, al inhibir la actividad
de las enzimas COX y LOX, respectivamente que participan en sus biosintesis a través
del metabolismo del acido araquidonico (Fylaktakidou et al, 2004; Hoult et al., 1996; Paya
et al., 1994). Kim et al. (2004) demostraron que la escopoletina inhibe la biosintesis de la

prostaglandina PGE,, el factor de necrosis tumoral alfa TNF-a y las interleucinas
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proinflamatorias IL-1 e IL-6; ademas de suprimir la expresion de la isoforma 2 de la COX-
2 a una concentracion dosis dependiente (1-50 pg mL™), en un modelo in vitro de
inflamacion utilizando macréfagos de la linea RAW 264.7 estimuladas con interferon vy
(IFN-y) y lipopolisacérido (LPS). Por otra parte, Keizo et al. (1982) probaron que la
esculetina inhibe la actividad de las enzimas LOX y la COX en plaquetas de rata,
mostrando una inhibicibn no competitiva superior hacia la LOX que de la COX,con base
en los valores de concentracion inhibitoria media (ICsp) de 0.65 puM para la LOX y de 0.45
UM para la COX. La esculina presentd una actividad inhibitoria selectiva a la LOX (ICsp =

290 pM) e inferior a la determinada para la esculetina.
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IX. CONCLUSIONES

e Los parametros cinéticos de crecimiento (Bmax, IC, t4, Mmax) del cultivo de células en
suspension de T. americana var. mexicana son similares a los reportados para otras

especies lefiosas.

e La produccién de escopoletina y de 3-O-B-D-glucésido de quercetina esta asociada al
crecimiento en el cultivo de células en suspensiéon de T. americana var. mexicana,
cultivada en lote en el medio de Murashige y Skoog con las concentraciones basales
de nitratos (27.4 mM) y cobre (0.1 uM).

e De acuerdo con el Disefio Factorial 2 se determiné que el crecimiento del cultivo de
células en suspension de T. americana var. mexicana se optimiza al reducir el

contenido de nitratos totales a 13.7 mM en combinacién con 1 uM de cobre.

e Se determind que la produccién de 3-O-B-D-glucésido de quercetina es caracteristica
a la de un metabolito constitutivo, asociado al crecimiento; en tanto que la cumarina

escopoletina es inducible y su estimulacion es tipica a la de las fitoalexinas.

¢ La produccioén de escopoletina se estimul6 al incrementar la concentracién de cobre a
1.2 uM, por lo que es un metabolito inducible ya que no se le cuantificé sino hasta el
séptimo dia de iniciado el cultivo, y su produccion fue aproximadamente tres veces

mayor con respecto a la obtenida en el medio MS basal.

e La produccion de 3-O-B-D-glucosido de quercetina fue estimulada por la reduccion del
contenido total de nitratos a 8.03 mM en combinaciéon con 0.1 uM de cobre, su
produccion fue aproximadamente tres veces mayor con respecto a la obtenida en el

medio MS basal.

¢ La modificacién de la concentracion de los estimuladores abi6ticos, nitratos y cobre,
en el medio de cultivo favorecié la produccion de compuestos activos, al causar un
estrés nutricional a los cultivos de células en suspension de Tilia americana var.

mexicana.
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¢ El disefio estadistico de la MSR permitié determinar una condicién Optima para el
crecimiento de la suspension celular a partir de establecer distintos niveles de los
estimuladores abidticos NO3 y Cu®*, asi como dirigir la produccién de escopoletina o
3-0O-B-D-glucésido de quercetina con dos condiciones distintas de produccién, mismas
que podrian ser llevadas a nivel de biorreactor en dos etapas para escalar la
produccion de cada compuesto.

e El extracto metandlico de células en suspension es rico en cumarinas como

escopoletina, esculina y esculetina.
e El extracto metandlico (100 mg kg™) y la fracciéon TAMC2-9 integrada por esculina y

esculetina (10 mg kg') mostraron un efecto gastroprotector similar a las

concentraciones evaluadas.
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X. PERSPECTIVAS

= Evaluar estimuladores bidticos como el metil jasmonato en la produccion de
escopoletina, 3-0O-B-D-glucésido de quercetina y tilirésido en las suspensiones celulares

de Tilia americana var. mexicana en lote en matraz agitado.

= Establecer las condiciones de operacion de un biorreactor con agitacibn mecanica
(velocidad de agitacion, aireacion y tipo de impulsor) para el crecimiento del cultivo de

células en suspensién de T. americana var. mexicana.

= Caracterizar la produccién de escopoletina o 3-O-8-D-glucésido de quercetina de un

cultivo de T. americana var. mexicana en biorreactor de tanque agitado.

= Purificar e identificar por los compuestos presentes en la fraccibn con actividad
gastroprotectora y evaluar de manera individual su efecto gastroprotector, en un modelo

de ulceras inducidas con etanol absoluto en raton.
= Realizar el analisis de las citocinas pro- y anti-inflamatorias de los estémagos de los

ratones tratados con el extracto metandlico y la fraccion TaMC2-9 para elucidar de

manera molecular el efecto gastroprotector presentado.
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